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V předkládané práci je řešena problematika stanovení geneticky modifikovaných organismů 
(GMO) v rostlinách a odvozených produktech. Platná legislativa v Evropské unii nařizuje 
sledování GMO a upravuje pravidla pro jejich značení a dohledatelnost.    
Cílem práce bylo přispět k řešení vybrané problematiky kritických bodů stanovení GMO. 
Prvním bodem byla extrakce DNA. Problematika byla řešena pro případ extrakce DNA          
z plodů papáji a z kandované papáji. Pro obě potraviny byla vhodnost vybrané metody 
extrakce ověřena a potvrzena amplifikací specifického úseku extrahované DNA metodou 
PCR. Dalším bodem byla real-time PCR, kdy byla řešena problematika inhibitorů reakce. 
Byla ukázána inhibice real-time PCR vlivem EDTA a vlivem zbytkového množství iontů 
těžkých kovů, obsažených v laboratorním plastu. V obou případech vedla inhibice k ovlivnění 
efektivity reakce. Další kritickou částí stanovení GMO je používání screeningových elementů. 
Práce byla zaměřena na falešnou pozitivitu výsledků.   
Dalším cílem práce byl vývoj nových metod pro stanovení GMO. Byla představena metoda 
real-time PCR pro kvantifikaci taxon-specifického genu hrachu setého. Metoda byla ověřena 
na 13 kultivarech hrachu setého a vybraných příbuzných rostlinách čeledi bobovitých.  
Použití metody vysoce účinné kapalinové chromatografie s hmotnostním spektrometrem bylo 
testováno pro charakterizaci GM a konvenčních odrůd kukuřice na základě jejich 
metabolomických profilů. Nebylo potvrzeno, že by testovaná metoda umožnila odlišení 
konvenčních a GM kultivarů kukuřice, ale byl ukázán její potenciál pro hodnocení jednoho 
z kritérií bezpečnosti GMO, kterým je ekvivalence ve složení obsahových látek konvenčních 













The present work is focused on the issue of genetically modified organisms (GMOs) detection 
in the plants and derived products. Existing legislation in the European Union regulates 
monitoring of GMO and lays down rules for their labeling and traceability. 
The aim was to contribute to solving certain issues of critical points in GMO detection.      
The first point was DNA extraction. The problem was adressed to the example of DNA 
extraction from the fruit of papaya and candied papaya. For both food products  the suitability 
of the selected extraction methods was verified and confirmed by amplification of a specific 
DNA sequence by PCR. The second critical point was related to PCR inhibitors. We observed 
the effect of real-time PCR inhibition due to the influence of the residual EDTA and the 
residual amount of heavy metal ions, which were present in laboratory plastic. In both 
examples, the inhibition affects the PCR efficiency. Another critical point in the GMO 
detection is use of screening elements. That work was focused on false positive results. 
Development of new methods for GMO detection was another goal of this work. We have 
developed the method for garden pea taxon-specific gene quantification by real-time PCR. 
The method was tested on 13 cultivars of garden pea and several related plants of Fabaceae 
family. 
Application of Ultra-high Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry was 
tested for characterization of GM and conventional maize varieties on the basis                      
of metabolomics profiles. It was not confirmed that the test method allowed the differentiation 
of conventional and GM maize cultivars. Nevertheless, the method has shown to be useful     
for the evaluation of one of the criteria for the safety of GMOs, which is equivalence in       
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Pojem GMO (Genetically Modified Organism – GMO) je široký a zahrnuje GM organismy 
od těch nejjednodušších, jako jsou mikroorganismy, po ty nejsložitější, jako jsou rostliny             
a živočichové. V rámci této práce byla řešena problematika spojená s geneticky 
modifikovanými zemědělskými plodinami a z nich odvozenými produkty (potraviny                
a krmiva). Je-li tedy v experimentální části používán obecný pojem GMO, týká se GM plodin         
a z nich odvozených produktů. Řada odborných výrazů, popisujících GMO, biotechnologické 
nebo molekulárně-biologické metody, nemá vhodný český překlad. Proto se v textu vyskytují 
některé pojmy v angličtině, anglický výraz je ale vždy vysvětlen popisným českým 
překladem.  
Nakládání s GMO je regulováno evropskou i národní legislativou. Pod tyto regulace spadají 
také kontroly obsahu GMO  v potravinách a krmivech a pravidla pro značení a dohledatelnost 
GMO. Aby mohl být takový dozor vykonáván za standardních podmínek v rámci celé 
Evropské Unie, musí dozorové laboratoře pro tento druh analýz disponovat spolehlivými         
a robustními metodami. Pro analýzu GMO v potravinách a krmivech jsou to metody 
polymerázové řetězové reakce (Polymerase Chain Reaction – PCR) a real-time PCR (PCR 
v reálném čase), které jsou založené na analýze DNA. 
Tato práce i související výzkumné aktivity jsou spojené s působením doktoranda 
v  Referenční laboratoři pro identifikaci GMO a DNA fingerprinting, která byla v roce 2006 
v souladu s Nařízením (ES) č. 882/2004 a z rozhodnutí MZe ČR jmenována Národní 
referenční laboratoří pro GMO (NRL GMO). Volba jednotlivých kroků řešení dizertační 
práce i publikační aktivita tedy úzce souvisí s postupy při stanovení GMO v rostlinách            
a odvozených produktech a řešením problémů, které jsou s touto činností spojeny.  
Výběr rostlinného materiálu nebyl zaměřen na jeden konkrétní typ GMO, ale bylo využito 
více různorodých GM zemědělských produktů, konkrétně papája, sója, hrách a kukuřice.   
Tento rostlinný materiál byl použit pro řešení případových studií jednotlivých kroků detekce 





2 CÍLE PRÁCE 
 Ověření metod pro extrakci DNA z čerstvého plodu papáji (Carica papaya)                 
a z kandované papáji 
 Sledování vlivu inhibitorů real-time PCR na efektivitu reakce  
 Ověření spolehlivosti stanovení GMO screeningovými metodami 
 Vývoj real-time PCR pro stanovení taxon-specifického genu hrachu setého (Pisum 
sativum) 
 Využití vysoce účinné kapalinové chromatografie s hmotnostním spektrometrem pro 




















3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 
3.1 POČÁTKY GENETICKY MODIFIKOVANÝCH ORGANISMŮ 
Historie geneticky modifikovaných organismů (GMO) sahá do 70. let minulého století a je 
spojena se vznikem genového inženýrství (GI). Metodickým základem genového inženýrství 
jsou manipulace s DNA in vitro (klonování genů a jejich úpravy) a cílené změny genetické 
informace prováděné in vivo (Jähne et al., 1995, Daniell et al., 2002). 
GI pracuje s vytvářením pozměněných či nových genů nebo přípravou nových kombinací 
genů. Ty jsou zaváděny do genomu organizmů a jsou tak vytvářeny geneticky modifikované 
(transgenní) organismy. Na počátku GI stojí experimenty vědecké skupiny amerického 
biochemika Paula Berga. Jednalo se o využití restrikčních enzymů a DNA ligázy k vytvoření 
první rekombinantní DNA molekuly, obsahující DNA opičího viru SV40 a lambda viru 
(Jackson et al., 1972). Dalším experimentem byla potvrzena možnost přenosu rekombinantní 
plazmidové DNA s vloženým genem rezistence k antibiotiku kanamycin a tím i přenosu 
příslušné rezistence do bakterie Escherichia coli (Cohen et al., 1973). Takto transformovaná 
E. coli byla prvním zdokumentovaným geneticky modifikovaným organismem, který 
vzniknul metodou genového inženýrství, tedy s použitím rekombinantní DNA, připravené 
pomocí restriktáz a plazmidů.     
První přímý přenos DNA z jednoho organizmu na druhý technikou DNA klonování byl 
proveden v roce 1973 ve spolupráci dvou amerických vědců, Herberta Boyera a Stanleyho 
Cohena. S použitím restrikčního enzymu EcoRI byl ze žáby rodu Xenopus laevis (drápatka 
vodní) získán fragment DNA, kódující 18S a 28S podjednotku ribozomální RNA. Tento 
fragment byl vložen do bakteriálního vektoru, který byl použit pro transformaci bakterií         
E. coli. Plazmid byl v E. coli stabilně replikován v nejméně 100 generacích, bakterie tedy 
tvořila žabí rDNA, současně docházelo i k její transkripci (Morrow et al., 1974).  
Boyer a Cohen své výsledky prezentovali na Gordonské konferenci o nukleových kyselinách, 
která se konala v roce 1973. Tam poprvé zazněly obavy z možných rizik, které souvisí 
s novými rekombinantními technikami. Obavy vedly k požadavku na Národní akademii věd, 
aby byla ustavena pracovní skupina pro posouzení rizika technik založených na 
rekombinantní DNA. 
Byla tedy sestavena jedenáctičlenná skupina vědců z oboru molekulární biologie, jejímž 
předsedou byl Paul Berg. Zprávu ze svého zasedání skupina publikovala ve formě otevřeného 
dopisu v červenci roku 1974 (Berg et al., 1974). V dopise vědci žádají pozastavení 
experimentů s určitými typy DNA rekombinací, dokud nebudou lépe vyhodnocena možná 
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rizika takové práce nebo dokud nebudou poskytnuty dostatečné bezpečnostní záruky, které by 
zabránily možnému šíření rekombinantní DNA. Zazněl také návrh na uspořádání konference, 
která by se riziky a bezpečnostními opatřeními spojenými s rekombinantní DNA zabývala. 
Tato konference se konala v roce 1975 v kalifornském Asilomaru. Účastnili se jí kromě 
vědců, především biologů, také odborníci z řad právníků a lékařů. Výsledkem konference byla 
formulace bezpečnostních zásad pro nakládání s geneticky modifikovanými organismy. Byla 
sestavena škála potenciální nebezpečnosti pokusů podle typu možné kontaminace a povahy 
materiálu (typ DNA, hostitelský organismus), se kterým je experiment prováděn. Ke každému 
typu rizika bylo uvedeno doporučení pro správnou laboratorní praxi a zavedení nezbytných 
bezpečnostních prvků. Bylo také ustanoveno moratorium na experimenty s DNA odvozené 
z vysoce patogenních organismů, s DNA obsahující geny toxinů a na rozsáhlé experimenty 
(více jak 10 litrů buněčné kultury) s rekombinantní DNA, které by mohly vést k produkci 
látek potenciálně nebezpečných pro lidi, zvířata i rostliny (Berg et al., 1975). Ohlasy na 
Asilomarskou konferenci na stránkách odborného i veřejného tisku znamenaly začátek 
veřejné diskuse o vědě a její závěry jsou považovány za první příklad předběžné opatrnosti        
v GI. Pokrok v genovém inženýrství se tak stal katalyzátorem pro debatu o kontrole vědy a 
technologie v širším slova smyslu. Shodné stanovisko NIH (National Institutes of Health) a 
účastníků Asilomarské konference ale nemělo jiný statut, než dočasná dobrovolná dohoda 
v rámci vědecké komunity (Drobník, 2008). 
Brzy se ukazuje, že GI má v sobě velký finanční potenciál. Na konferenci v americkém 
Indianopolis v květnu roku 1976, sponzorované firmou Eli Lilly & Co (průmyslový výrobce 
inzulínu), byl předložen návrh projektu přípravy lidského inzulínu metodou genového 
inženýrství. Běžně používaný prasečí inzulín se liší od lidského v jedné z 51 aminokyselin     
a citliví pacienti na to negativně reagují (Patterson et al., 1973, Wiles et al., 1983). Do řešení 
se pustily tři vědecké skupiny: skupina Waltera Gilberta z Harvardovy univerzity, skupina 
Herberta Boyera z Kalifornské univerzity v San Francisku, se kterou spolupracoval Arthur 
Riggs ze City of Hope a skupina Williama Ruttera a Howarda Goodmana. Pro řadu lidí v té 
době představovala práce s rekombinantní DNA obrovské riziko, všechny pracovní skupiny 
se tedy od počátku musely potýkat s byrokratickým tlakem i s tlakem veřejnosti. Nejlépe se 
s nastalou situací vypořádala skupina Herberta Boyera (pod hlavičkou firmy Genentech), 
která připravila gen lidského inzulínu chemickou syntézou polynukleotidů. Z legislativního 
hlediska nešlo o gen, ale o chemikálii, sloučenina tedy nepodléhala žádným bezpečnostním 
regulím vztahujícím se k rekombinantní DNA. Akcie firmy Genentech se v roce 1980 dostaly 
na burzu a během jednoho dne se jejich cena zdvojnásobila a z obou zakladatelů firmy, 
14 
 
Herberta Boyera a Roberta Swansona, se stali milionáři. Úspěch firmy Genentech pomohl 
rozvoji biotechnologických firem. Nový biotechnologický průmysl začal mít vliv na politiky      
a skrze ně také na veřejné mínění. Hnací silou racionálnějšího přístupu                                       
k novým biotechnologiím se tak stal ekonomický prospěch. Důsledkem byl i tlak na zmírnění 
byrokratických regulací (Dunlop, 2000, Drobník, 2008). 
3.2 GENETICKY MODIFIKOVANÉ ROSTLINY  
Historie geneticky modifikovaných rostlin je spojena s půdní bakterií Agrobacterium 
tumefaciens. Virulentní kmeny A. tumefaciens a jejich schopnost tvořit na rostlinách nádory 
byly předmětem studia Ivo Zaenena na Univerzitě v Gentu. Objevil v nich velký plazmid, 
který nebyl přítomen v nevirulentních kmenech bakterie. Tento Ti plazmid (tumor-inducing) 
totiž nese informaci nezbytnou pro vývoj nádorů (Zaenen et al., 1974). Možnost zavedení 
genetických modifikací do rostlin s využitím půdní bakterie A. tumefaciens a jejího               
Ti plazmidu se tak dostala do popředí zájmu (Kleinhofs a  Behki, 1977, Drummond a Chilton, 
1978, Chilton, 1979). Americká mikrobioložka Mary-Dell Chiltonová jako první prokázala 
přítomnost části DNA Ti plazmidu A. tumefaciens v jaderné DNA nádorů odnožovacích uzlů 
rostlin (Chilton et al., 1977). Další výzkum ukázal, že geny zodpovědné za vývoj rostlinných  
nádorů, mohou být z Ti plazmidu odebrány, aniž by byla ovlivněna schopnost jeho integrace 
do rostlinného genomu (Chilton et al., 1982).  
V roce 1983 publikovaly své výsledky genetické transformace rostlin pomocí Ti plazmidu 
bakterie A. tumefaciens nezávisle na sobě čtyři výzkumné skupiny. Za první GM rostlinu bývá 
považován tabák, do kterého byl vnesen gen pro rezistenci k antibiotiku kanamycin (Bevan et 
al., 1983). Pro transformaci byla pak kromě tabáku použita i petúnie, slunečnice, mrkev          
a fazol (Herrera-Estrella et al., 1983, Fraley et al., 1983, Murai et al., 1983). 
Kromě nepřímých metod transformace, které pro přenos DNA využívají vektor (např. již 
zmíněný Ti plazmid A. tumefaciens nebo Ri plazmid A. rhizogenes), se začaly používat              
i přímé metody transformace. Ty jsou založeny na mechanickém, chemickém nebo elektro-
fyzikálním přenosu DNA do jádra hostitelského organismu. Pro přímou transformaci je 
nejčastěji využívána biolistická metoda s použitím tzv. genové pistole. DNA je v tomto 
případě navázána na mikročástice vzácného kovu, které jsou nastřeleny do rostlinných pletiv. 
Mikročástice tak překonají buněčné stěny a dostanou se až do chromozomu. Nepřímé metody 
transformace pomocí bakterií rodu Agrobacterium ani přímé metody transformace však 
neumožňují cílený přenos vnášené DNA do určitého místa na chromozomu. Místo integrace 
DNA vnesené do hostitelského genomu je nutno zpětně dohledat.  
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První GM plodinou, která byla komerčně pěstována a určena pro konzumaci, bylo rajské 
jablko Flavr Savr. Flavr Savr bylo připraveno transformací pomocí A. tumefaciens. Vložením 
antisence-genu byl u něj deaktivován gen pro produkci polygalakturonázy, která štěpí pektin 
zodpovědný za měknutí plodů. Plody méně měkly a pomaleji podléhaly hnití. Flavr Savr bylo 
vyvinuto kalifornskou firmou Calgene, která v roce 1992 podala žádost o licenci pro 
potravinářské využití k federálnímu úřadu U.S. Food and Drug Administration (FDA). V roce 
1994 FDA o žádosti kladně rozhodla, rajské jablko Flavr Savr, použitý selekční marker gen 
kanamycin i jeho produkt, aminoglykosid 3'‐fosfotransferáza II, byly vyhodnoceny jako 
bezpečné. Na trhu v USA (od roku 1994), Kanadě (od roku 1995), Mexiku (od roku 1995) a 
Japonsku (od roku 1997) byla rajská jablka k dostání až do roku 1997, kdy byla jejich 
produkce ukončena jako nerentabilní (Redenbaugha et al., 1994, Kärenlampi, 1996). 
Na evropský trh se obdobná GM rajčata dostala v roce 1996. Byla vyvinuta firmou Zeneca        
a do Velké Británie se dovážela již ve formě konečného produktu, kterým byl rajský protlak. 
Na obalu bylo vyznačeno, že výrobek obsahuje GMO. Díky nižším nákladům na výrobu byla 
cena protlaku z GM rajčat o 20 % nižší než u protlaku z konvenčních plodů. Na trhu byl tento 
výrobek do roku 1999, kdy došlo k významnému poklesu prodeje z důvodu změny veřejného 
vnímání GM plodin (Bruening a Lyons, 2000). 
Cílovou skupinou pro vývoj dalších GMO již nebyli konzumenti, ale producenti 
zemědělských výrobků, kteří představují vyšší kupní sílu. Vznikaly tak GM plodiny tolerantní 
vůči herbicidům a plodiny rezistentní vůči hmyzím škůdcům (Halford, 2003, Halford, 2006). 
Na evropský trh vstupuje v roce 1996 Roundup Ready sója (vyvinutá firmou Monsanto), 
tolerantní vůči širokospektrálnímu herbicidu glyfosátu (Halford, 2003) a kukuřice Bt176 
(vyvinutá firmou Syngenta), rezistentní vůči hmyzím škůdcům (Brookes, 2002).  
S vývojem a zlepšováním technik genetických modifikací, které se staly rutinními, se 
rozšiřovala paleta GM rostlinných druhů (Moeller a Wang, 2008, Wang et al., 2011). 
Rostoucí kvalita GM plodin měla také pozitivní dopad na příjmy zemědělců díky zlepšené 
efektivitě a produktivitě pěstování (Brookes a Barfoot, 2012). Plocha osázená GM plodinami 
celosvětově roste. Ze 170,3 miliony hektarů, na kterých byly pěstovány GM plodiny v roce 
2012, vzrostla jejich plocha do roku 2013 o 3 % na 175,2 miliony hektarů. Celkový nárůst 
plochy osázené GM plodinami od roku 1996 (1,7 milionů hektarů) do roku 2013 (175,2 
miliony hektarů) je více než stonásobný. Evropa přitom představuje pouhý zlomek této 
plochy, navíc zde v poslední době rozvoj pěstování GM plodin spíše stagnuje. V roce 2007 
nastal pokles, který trval do roku 2010, od té doby můžeme každoročně sledovat, jak plocha 
osázená GM plodinami mírně roste. V roce 2013 byla jedinou komerčně pěstovanou GM 
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plodinou v Evropě kukuřice MON810, která byla vyseta na ploše 148 013 hektarů. Nejvíce se 
pěstovala ve Španělsku (136 962 hektarů), zbylá plocha náleží Portugalsku, České republice, 
Slovensku a Rumunsku (James, 2012, 2013). 
3.3 VÝVOJ LEGISLATIVY PRO NAKLÁDÁNÍ S GMO 
V reakci na prvotní obavy z možného nebezpečí rekombinantní DNA byly v obou komorách 
Kongresu USA v letech 1976-1977 připraveny zákony o regulaci rekombinantní DNA.         
Ve stejné době NIH zřídil komisi NIH RAC (NIH Recombinant DNA Advisory Committee), 
která měla za úkol vytvořit pravidla pro vedení výzkumu s použitím rekombinantní DNA. 
První verze těchto pravidel byla připravena 23. června 1976 a k jejímu zveřejnění                     
ve Federálním registru došlo 7. července 1976 (Cantley et al., 1995, Drobník, 2008, 
McHughen a Smyth, 2008). Vývoj legislativních norem v USA postupoval směrem                    
k hodnocení organismu podle jeho vlastností a ne podle způsobu jejich dosažení. Tento 
přístup, kdy nejsou hodnoceny techniky přípravy, ale zamýšlené použití produktu, umožnil 
příslušným autoritám využití stávajících zákonů, které tak byly dostačující i pro zvládnutí 
novinek, jako byly genetické modifikace (Dunlop, 2000). 
Konzistentní zaměření US autorit na produkt bylo podporováno tlakem vědecké loby                 
i biotechnologického průmyslu. Tato organizovanost pomohla novým biotechnologickým 
technikám ubránit se mnohým veřejným i politickým tlakům (Cantley, 1995, Dunlop, 2000).  
V Evropě byl počáteční přístup ke genovému inženýrství uvolněnější než v USA. Situace zde 
byla také proto, že se zde podobné experimenty nedělaly (Swarna Latha, 2007).  
Na zámořské obavy z rekombinantních technik reagoval Research Council ve Velké Británii, 
když nařídil moratorium na specifickou práci s rekombinantní DNA, stejně jako tomu bylo 
v USA. Současně koncem roku 1974 vznikla pracovní skupina, kterou vedl botanik Eric 
Ashby. Ashbyho skupina doporučila pokračování práce s rekombinantní DNA za předpokladu 
splnění základních bezpečnostních opatření. Zejména šlo o zajištění biologických bariér, které 
zabrání přežití geneticky modifikovaného organismu v přirozeném prostředí. Skupina také 
žádala o jmenování poradního sboru, který by vypracoval normu pro práci s rekombinantní 
DNA. Další tým, vedený Robertem Williamsem, tento požadavek zpracoval, což vedlo 
k vytvoření Genetic Manipulation Advisory Group (GMAG). GMAG měla posuzovat návrhy 
na práci zahrnující konstrukce geneticky modifikovaných organismů. Její fungování bylo 
paralelou americké NIH RAC (Williamson, 1979, Wright,1994, Swarna Latha, 2007).  
Jednotlivé státy Evropského společenství měly v prvních letech vzniku GI samostatné 
směrnice pro práci s rekombinantní DNA. Jejich sestavení vycházelo ze závěrů několika 
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orgánů ES, např. Evropské vědecké nadace (ESF) nebo Evropské molekulárně-biologické 
organizace (EMBO).   
Ve společné agendě Evropského hospodářského společenství (European Economic 
Community – EEC) se věda a technologie objevuje začátkem roku 1974. V roce 1978 je 
rozhodnutím Rady založen výzkumný program FAST (Forecasting and Assessment in 
Science and Technology), který měl přispět k vymezení cílů dlouhodobého výzkumu a vývoje 
Společenství a tím k formulaci ucelené politiky vědy a technologie v dlouhodobém horizontu. 
Obsahoval sub-program Bio-society, který byl zodpovědný za strategický vývoj 
biotechnologie a přírodních věd, jejich aplikace a potenciálních dopadů s časovým rozpětím 
následujících třiceti let. V roce 1978 bylo ředitelstvím Komise pro vědu a technologie (DG 
XII) navrženo, aby byla vypracována první směrnice, vztahující se k rekombinantní DNA. Šlo 
by o povinnost registrace a zisku povolení pro práci s určitou rekombinantní DNA na národní 
úrovni členského státu. Kategorizace nebezpečí a stupeň omezení práce s takovou DNA by 
pak byl plně v pravomoci daného státu. Směrnice by také obsahovala požadavek na 
harmonizaci legislativních norem pro práci s rekombinantní DNA v rámci jednotlivých států 
společenství (Commission of the European Communities, 1980, Aguilar et al., 2013). 
Revize směrnice měly být dokončeny maximálně do dvou let. Její potřeba však byla v roce 
1979 Ekonomickým a sociálním výborem Komise zpochybněna. Vzhledem k nárůstu 
zkušeností týkajících se práce s GMO považoval výbor riziko práce s nimi za klesající            
a prvotní obavy za poněkud přehnané. Výsledkem nakonec bylo, že místo směrnice byl návrh 
nahrazen v roce 1982 pouze doporučením (Doporučení Rady č. 82/472/EHS), které je 
nezávazné a jeho plnění není vymahatelné (Patterson, 1999, Dunlop, 2000, Drobník, 2008). 
Politika, která byla k využívání biotechnologie a GMO otevřená, panovala v Evropské komisi 
do poloviny 80. let dvacátého století.  
V roce 1985 probíhala v Evropském parlamentu diskuse o Biotechnologickém akčním 
programu (Biotechnology Action Programme 1985-1989 – BAP), který poprvé zaměřoval 
systematickou pozornost na hodnocení rizika (European Commission, 1984). Program byl 
sice přijat, ale jeho projednávání iniciovalo přípravu vlastní zprávy Evropského parlamentu. 
V roce 1987 vznikla zpráva pod taktovkou nizozemské poslankyně Phili Viehoff. Po 
projednání v parlamentních výborech je zpráva poslankyně Viehoff zformulována do 
Rozhodnutí o biotechnologii v Evropě a potřebě politiky integrace (Resolution on 
Biotechnology, 1987). Rozhodnutí uznává potenciál nových směrů biotechnologie,              
ale současně požaduje např., aby byly zhodnoceny jejich sociální, etické, ekonomické, 
ekologické, zdravotnické a právní aspekty. Obsahuje také poznámku, že vzhledem                   
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k nedostatečné zkušenosti s úlohou DNA by bylo extrémně nebezpečné a nezodpovědné 
uspěchat komerční realizace biotechnologických procesů vzhledem ke složitosti struktur, 
organismů a ekosystémů, které by mohly být ovlivněny. Dále je v rozhodnutí zmíněno,          
že dosud nejsou k dispozici spolehlivé vědecké metody odhadu střednědobých                        
a dlouhodobých účinků uvádění GMO do prostředí. Pro minimalizaci rizika požaduje 
rozhodnutí vznik nové legislativy. Zde je již vidět změna politického kurzu v Evropském 
parlamentu (Dunlop, 2000, Patterson a Josling, 2002). Tímto byla v podstatě odmítnuta 
mezinárodní dohoda, formulovaná ve zprávě OECD (Organisation for Economic Co-
operation and Development – Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj) z roku 1986 
s názvem Recombinant DNA Safety Consideration (Posouzení bezpečnosti rekombinantní 
DNA, známé též jako „modrá kniha“). Tento dokument se naopak brání regulačnímu přístupu 
k rekombinantní DNA. 
V roce 1990 vstupuje v platnost Směrnice 90/220/EHC, o záměrném uvolňování geneticky 
modifikovaných organismů do životního prostředí. Podle této Směrnice byly na Evropský trh 
v roce 1996 uvedeny dva GM produkty – Roundup Ready sója a kukuřice Bt176 (König et 
al., 2004a). Následovaly další institucionární a legislativní změny. V roce 1997 bylo založeno 
Generální ředitelství pro zdraví a ochranu spotřebitele (European Commission Directorate 
General for Health and Consumer Protection – DG SANCO), které má v členských státech 
EU kontrolovat potravinovou bezpečnost, shodu legislativy v oblasti potravinové bezpečnosti 
a dohlížet na implementaci veterinární, rostlinolékařské a potravinářské legislativy.  
Na uvádění GM plodin a z nich odvozených produktů na Evropský trh reaguje Evropská 
komise další legislativní normou. V roce 1997 je schváleno Nařízení (ES) č. 258/97, o nových 
potravinách a nových složkách potravin, podle kterého musí být produkty obsahující GMO 
značeny, jestliže se v zásadě liší od konvenčního produktu. Uvedení GM rajského protlaku            
o rok dříve je s tímto nařízením v souladu, protože na produktu byla informace o použití GM 
rajčat uvedena.  
V roce 1998 vstupuje v platnost speciální legislativní norma, Nařízení (ES) č. 1139/98,                
o povinném uvádění údajů, které nejsou stanoveny ve směrnici 79/112/EHS, při označování 
určitých potravin vyrobených z geneticky modifikovaných organismů. V Nařízení jsou jako 
GMO konkrétně uvedeny GM sója Roundup Ready a GM kukuřice Bt176. Norma doplňuje 
Směrnici 90/220/EHS, která jmenovitě neřeší neživé (non-viable) produkty odvozené od 
GMO. Povinnost značení se týká výrobků, ve kterých může být detekován protein nebo DNA 
pocházející z GMO. V normě je současně uvedeno, že by měla být stanovena jasná pravidla 
pro označování GMO produktů, která by umožnila úřední dozor. Také by měly být vyvinuty 
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validované zkušební metody, a protože nelze vyloučit možnost kontaminace výrobku, měla by 
být také stanovena prahová hodnota pro detekci GMO  (Bonfini et al. 2002).  
V červnu roku 1999 vyhlásilo pět států Společenství (Dánsko, Řecko, Itálie, Francie                
a Lucembursko), že v souladu se zásadou předběžné opatrnosti by mělo být pozastaveno 
schvalování dalších GMO, dokud nebudou přijata jasná a přesná pravidla, která stanoví také 
zásady pro sledovatelnost GMO. Tím bylo de facto vyhlášeno moratorium na schvalování 
nových GMO. Moratorium vedlo k přípravě nových legislativních norem, které měly za cíl 
vytvořit jasná pravidla pro nakládání s GMO a definovat podmínky sledovatelnosti (Lhereux 
et al., 2003, Thorpe a Robinson, 2004, König et al., 2004b). 
V roce 2000 bylo schváleno Nařízení (ES) č. 49/2000, kterým se mění nařízení Rady (ES)          
č. 1139/98. V Nařízení (ES) č. 49/2000 je stanovena hranice pro označování určitých potravin 
vyrobených z geneticky modifikovaných organismů na hodnotu 1% obsahu GM materiálu 
(bílkoviny nebo DNA) na pozadí konvenční složky produktu. V případě překročení této 
hranice musí být produkt označen, že obsahuje GMO. Při obsahu GMO pod 1 % není značení 
nutné, pokud je příměs GMO v produktu náhodná.    
V roce 2001 je přijata Směrnice Evropského parlamentu a rady 2001/18/ES, o záměrném 
uvolňování geneticky modifikovaných organismů do životního prostředí a o zrušení směrnice 
Rady 90/220/EHS. V tomto dokumentu je uvedena definice GMO, podle které je GMO 
organismus, s výjimkou lidských bytostí, jehož genetický materiál byl změněn způsobem 
nedosažitelným přirozenou cestou pářením ani přirozenou rekombinací. Za organismus je 
v tomto případě považována biologická entita schopná rozmnožování nebo přenosu 
genetického materiálu. Techniky, které vedou ke vzniku GMO, zahrnují rekombinace 
nukleové kyseliny spočívající ve vytváření nových kombinací genetického materiálu 
vkládáním molekul nukleové kyseliny připravené různými způsoby vně organismu do virů, 
bakteriálních plazmidů nebo jiných vektorových systémů a jejich zabudování do hostitelského 
organismu, ve kterém se přirozeně nevyskytují, ale jsou v něm schopny pokračujícího 
množení. Dále to jsou techniky, které spočívají v přímém zavedení genetického materiálu 
připraveného vně organismu do organismu. Tyto techniky zahrnují mikroinjekci, 
makroinjekci a mikroenkapsulaci a ke vzniku GMO vede i buněčná fúze (včetně fúze 
protoplastů) nebo hybridizační techniky, při nichž jsou fúzí dvou nebo více buněk vytvářeny 
živé buňky s novými kombinacemi dědičného genetického materiálu cestami, které se               
v přírodních podmínkách nevyskytují.  
Směrnice obsahuje také výčet technik, jejichž použití ke vzniku GMO nevede, pokud 
pracovní postup nezahrnuje použití rekombinantních molekul nebo GMO. Mezi tyto techniky 
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patří oplodnění in vitro, konjugace, transdukce, transformace nebo jiné obdobné přirozené 
procesy a indukce polyplodie. Ve Směrnici jsou uvedeny i metody genetické modifikace, 
jejichž výsledkem jsou organismy, na které se tato směrnice nevztahuje, pokud nezahrnují 
použití rekombinantních molekul nukleové kyseliny nebo GMO. Těmito technikami jsou 
mutageneze a buněčná fúze (včetně fúze protoplastů) rostlinných buněk organismů, u nichž 
může být výměny genetického materiálu dosaženo tradičními šlechtitelskými metodami 
(Directive 2001/18/EC).  
V roce 2002 vzniká Evropský úřad pro bezpečnost potravin (European Food Safety Authority 
– EFSA). Ten má za úkol poskytovat nezávislá vědecká stanoviska a být vědeckou                    
a technickou podporou EU v oblastech, které mají vztah k bezpečnosti potravin a krmiv. 
Konečně roku 2003 jsou přijata požadovaná nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES)         
č. 1829/2003, o geneticky modifikovaných potravinách a krmivech, a 1830/2003,                       
o sledovatelnosti a označování geneticky modifikovaných organismů a sledovatelnosti 
potravin a krmiv vyrobených z geneticky modifikovaných organismů a o změně směrnice 
2001/18/ES. Podle těchto nových směrnic je pak hranice pro označování obsahu podílu 
složky/složek GMO ve výrobku vyšší než 0,9 %. Náhodné příměsi GMO, jejichž přítomnosti 
nešlo technicky zabránit, povinnosti značení nepodléhají. Schéma postupu při analýze GMO 




Obrázek 1. Příklad postupu analýzy GMO v souladu s Nařízením (ES) č. 1830/2003.  
 
Tato legislativa také stanovuje povinnosti dovozců, zpracovatelů a prodejců GMO pro 
uvádění schválených GMO na trh i pro jejich sledovatelnost. Tím byl poskytnut základní 
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rámec pro proces schvalování GM potravin a krmiv. Schvalovací proces je založen na 
hodnocení rizika a zodpovídá za něj EFSA. 
Legislativní procesy upravující nakládání s GMO ale neustaly. V poslední době jsou aktuální 
diskuse na téma nových technik šlechtění, jako je metoda zinkových prstů, oligonukleotidy 
řízená mutace, cisgenoze a intragenoze, RNA řízená metylace DNA, roubování GM podnože, 
reverzní šlechtění, agro-infiltrace nebo syntetická genomika. Rostliny získané některými 
z těchto nových šlechtitelských technik jsou v rámci EU již v polních pokusech a řada z nich 
se již blíží komercializaci. Kompetentní autority tedy zadaly úkol vypracovat vědecké 
stanovisko pro hodnocení specifických aspektů při používání těchto technik, jako je rozsah 
změny původního rostlinného genomu a reálná možnost její detekce. Důležitá je také otázka, 
zda výsledný organismus spadá do oblasti působnosti právních předpisů o GMO, tak jak je to 
uvedeno ve Směrnici č. 2001/18/ES (Directive 2001/18/EC, Lusser et al., 2011, Devos et al., 
2014).  
V roce 2011 obdržela EFSA požadavek od Evropské komise na vyřešení dvou otázek 
spojených s novými technikami šlechtění. Za prvé, zda je potřeba vytvoření nových směrnic, 
případně zda mají být stávající směrnice aktualizovány pro tyto nové techniky šlechtění. 
Druhá otázka se týkala posouzení rizika, které by nové techniky šlechtění mohly představovat 
z hlediska dopadů na člověka, zvířata a životní prostředí, a to bez ohledu na to, zda budou 
spadat do GMO legislativy. EFSA poskytla zatím hodnocení pro techniky zinkových prstů,  
cisgenoze a intragenoze. Podle GMO Panelu EFSA jsou techniky zinkových prstů a cisgenoze 
co do svého rizika srovnatelné s konvenčním šlechtěním. Naproti tomu intragenoze může 
vést, obdobně jako transgenoze, ke vzniku nového rizika. V případě techniky zinkových prstů, 
nebo obecně techniky místně-řízené nukleázy 3 (site-directed nuclease 3 – SDN-3) je uvedena 
poznámka, že se z hlediska svých možností pro vnášení genů tato technika nijak neliší od 
jiných momentálně používaných GM technik.  
Míra rizika dopadů těchto nových technik na zdraví lidí, zvířat a na životní prostředí závisí na 
expozici, tzn. například na rozsahu pěstování daných rostlin nebo na množství konzumace 
z nich odvozených potravin nebo krmiv. V případě rozhodnutí, že se produkty těchto 
hodnocených technik šlechtění budou považovat za GMO, je pro ně plně aplikovatelná 
stávající legislativa. Naopak je možné, že bude v závislosti na konkrétním případu potřeba 
méně specifických údajů pro posuzování jejich rizika (EFSA, 2012a, EFSA, 2012b, Devos et 
al., 2014). 
Vývoj a směřování další legislativy, aktuálně upravující nové biotechnologické techniky 
šlechtění, je tedy něco, co nás v blízké budoucnosti čeká. A přestože si EFSA v průběhu let ve 
22 
 
vědeckém hodnocení GMO vydobyla prominentní roli, neznamená to, že by její strategie 
posuzování rizik a následné vědecké poradenství byly jednotně přijímány všemi členskými 
státy a zainteresovanými stranami (Devos et al., 2014). 
3.4 LEGISLATIVNÍ NORMY PRO NAKLÁDÁNÍ S GMO V ČR 
Legislativně vychází Česká republika z platných právních předpisů EU, protože nakládání 
s GMO a jejich produkty je součástí společné politiky EU. Stěžejními právními předpisy v ČR 
je zákon č. 78/2004 Sb., o nakládání s geneticky modifikovanými organismy a genetickými 
produkty, ve znění pozdějších předpisů (novelizace zákonem č. 346/2005 Sb.) a zákon           
č. 252/1997 Sb., o zemědělství, ve znění pozdějších předpisů (novelizace zákony č. 441/2005 
Sb. a č. 291/2009 Sb.).  
Prováděcím předpisem k zákonu č. 78/2004 Sb je vyhláška č. 209/2004 Sb., o bližších 
podmínkách nakládání s geneticky modifikovanými organizmy a genetickými produkty,          
ve znění pozdějších předpisů. Ta byla v roce 2010 novelizována vyhláškou č. 29/2010 Sb. 
Prováděcím předpisem k zákonu č. 252/1997 Sb. je pak vyhláška č.  86/2006 Sb., o bližších 
podmínkách pěstování geneticky modifikované odrůdy, ve znění vyhlášky č. 58/2010 Sb. 
Přímo aplikovatelné právní předpisy EU, které se týkají GMO, jsou Nařízení (ES)                     
č. 1829/2003, o geneticky modifikovaných potravinách a krmivech, v platném znění, Nařízení 
(ES) č. 1830/2003, o sledovatelnosti a označování geneticky modifikovaných organismů               
a sledovatelnosti potravin a krmiv vyrobených z geneticky modifikovaných organismů           
a o změně směrnice 2001/18/ES, v platném znění, a Nařízení (ES) č. 1946/2003,                      
o přeshraničních pohybech geneticky modifikovaných organismů.   
Nařízení č. 1829/2003 se týká schvalování GM potravin a krmiv i plodin pro účely pěstování 
a označování GM potravin a krmiv. Hlavní kompetence v tomto případě náleží Odboru 
bezpečnosti potravin MZe ČR.  
Nařízení č. 1830/2003 řeší systém označování a sledovatelnosti GMO a hlavní kompetence            
i v tomto případě náleží Odboru bezpečnosti potravin MZe ČR.  
Nařízením č. 1946/2003 se řídí problematika GMO ve vztahu k třetím zemím, jako jsou 
dovozy a vývozy mimo EU. Toto nařízení přejímá Cartagenský protokol o biologické 
bezpečnosti, který je v platnosti od září 2003. Protokol navíc umožňuje jednostranné 





3.5  DOHLED NAD NAKLÁDÁNÍM S GMO 
Pro účinnou kontrolu nakládání s GM plodinami a odvozenými produkty v souladu 
s Evropskou legislativou (především formulovanou v Nařízeních (EC) č. 1829/2003                  
a č. 1830/2003) bylo nutné nominovat laboratoře, které budou dohled vykonávat. Práce těchto 
laboratoří pak musí být standardizována, stejně tak jako analytické metody, které budou           
v kontrolních postupech aplikovány (Bonfini et al. 2002).  
Poskytování cílené vědecké a technické podpory v souvislosti s implementací politiky 
Evropské unie, nezávisle na komerčních a národních zájmech, má za úkol generální ředitelství 
Evropské komise s názvem Společné výzkumné centrum (Joint Research Centre – JRC). 
Široké pole působnosti JRC zahrnuje i problematiku GMO. JRC je tvořeno sedmi vědeckými 
institucemi, rozmístěnými v Belgii, Německu, Itálii, Nizozemsku a Španělsku. GMO se přímo 
týkají dvě pracoviště. Institut pro referenční materiály a měření (Institute for Reference 
Materials and Measurements – IRMM) v Belgickém Geelu, který je zodpovědný za tvorbu            
a distribuci referenčních materiálů pro zajištění kvality testovacích laboratoří, včetně těch pro 
analýzu GMO. V Italské Ispře sídlí Institut pro zdraví a ochranu spotřebitelů (Institute for 
Health and Consumer Protection –  IHCP), který se kromě jiného zabývá ochranou a zdravím 
spotřebitelů v souvislosti s GMO v potravinách a krmivech. V rámci IHCP je pak zřízena 
Evropská referenční laboratoř pro GM potraviny a krmiva (European Union Reference 
Laboratory for Genetically Modified Food and Feed – EU-RL GMFF). EU-RL GMFF stojí 
legislativně na Nařízení (ES) č. 1829/2003, Nařízení (ES) č. 882/2004, o úředních kontrolách 
za účelem ověření dodržování právních předpisů týkajících se krmiv a potravin a pravidel         
o zdraví zvířat a dobrých životních podmínkách zvířat, Nařízení (ES) č. 1981/2006,                 
o prováděcích pravidlech k článku 32 nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES)               
č. 1829/2003 týkajícímu se referenční laboratoře Společenství pro geneticky modifikované 
organismy, a Nařízení (ES) č. 641/2004, o prováděcích pravidlech k nařízení Evropského 
parlamentu a Rady (ES) č. 1829/2003, pokud jde o žádosti o povolení nových geneticky 
modifikovaných potravin a krmiv, o oznámení stávajících produktů a o náhodnou nebo 
technicky nevyhnutelnou přítomnost geneticky modifikovaného materiálu s příznivým 
hodnocením rizika. 
Mezi úkoly EU-RL GMFF patří vědecké posuzování a validace metod pro detekci GMO 
potravin a krmiv v rámci povolovacího řízení v EU a koordinace Národních referenčních 
laboratoří pro GMO (National Reference Laboratories – NRLs), které vykonávají kontroly 
GMO na národních úrovních. Činnost NRLs je dále propojena v rámci Sítě evropských 
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laboratoří pro identifikaci GMO (European Network of GMO Laboratories – ENGL). NRLs 
sdružené v síti ENGL jsou přitom nápomocny EU-RL GMFF. Hlavní náplň EU-RL GMFF 
tedy spočívá v činnostech spojených s agendou během přihlašování nových GM potravin či 
krmiv na území EU, jako je ověření sekvence i umístění vloženého úseku DNA do 
hostitelského genomu, hodnocení informací o nových GMO a účelnosti testování 
provedených žadatelem, testování a validace metody pro detekci nového GMO, a konečně          
i předání zprávy o hodnocení k rukám EFSA. Dále má EU-RL GMFF za úkol uchovávat, 
připravovat a distribuovat kontrolní vzorky (pozitivní i negativní) pro členy sítě ENGL, 
případně i pro další NRLs. EU-RL GMFF také poskytuje NRLs analytické referenční metody, 
koordinuje jejich používání, organizuje testy způsobilosti pro NRLs, vede tréninkové kurzy 
pro členy NRLs i další zájemce, poskytuje Evropské komisi vědeckou i technickou výpomoc 
v případech nutnosti rozhodčích analýz a dále spolupracuje s laboratořemi třetího světa při 
analýzách potravin a krmiv. Z tohoto výčtu je zřejmé, že rozsah činností EU-RL GMFF je 
široký.     
Během validačních studií při zavádění nových analytických metod pro detekci a kvantifikaci 
GMO spolupracuje EU-RL GMFF s laboratořemi sítě ENGL. Cílem validace je vyhodnocení 
výkonnostních charakteristik a limitů těchto metod (Codex Committee on Methods of 
Analysis and Sampling, 2010). K účasti ve validační studii se laboratoř ze sítě ENGL musí 
přihlásit, do studie je pak náhodně vybráno většinou 12-15 laboratoří. Organizace validační 
studie, distribuce protokolů, vzorků, shromažďování výsledků i jejich vyhodnocení je úkolem 
EU-RL GMFF. Je-li výsledek validační studie vyhodnocen jako vyhovující, tzn. výkonnostní 
charakteristiky splnily podmínky nastavené před započetím validační studie, je analytická 
metoda vyhodnocena jako vyhovující svému účelu a může být zveřejněna.   
Činnosti NRLs, které souvisí s GMO detekcí pro oficiální účely, musí probíhat podle 
mezinárodních ISO norem. To ukládá NRLs povinnost akreditovat se podle EN ISO/IEC 
17025:2005. Z toho vyplývá, že i používaná zařízení by měla být kalibrovaná a validovaná          
a veškerá práce by měla probíhat podle předem daných, schválených schémat (Žel et al., 
2012). NRLs mají také v souladu s EN ISO/IEC 17025:2005 povinnost prokazovat svou 
způsobilost pro vykonávanou činnost účastí v testech způsobilosti. Povinnost pro nominované 
NRLs  účastnit se testů způsobilosti organizovanými EU-RL GMFF je navíc zakotvena 
v Nařízeních (ES) č. 1829/2003 a 882/2004. Je tedy vidět, že kontrolní činnost NRLs zahrnuje 
kromě vlastní analýzy obsahu GMO v potravinách, odvozených produktech a krmivech, také 




3.6 KRITICKÉ BODY STANOVENÍ GMO V POTRAVINÁCH A KRMIVECH  
Hlavním cílem standardizovaných postupů kontroly obsahu GMO v potravinách a krmivech 
je zajistit reprezentativnost stanovení. Postup analýzy lze zjednodušeně rozdělit na čtyři 
základní kroky: vzorkování, laboratorní zpracování analytu, analýza obsahu GMO                  
a interpretace výsledků (Querci et al., 2007, Žel et al., 2012).  
Vzorkování je jedním z nejkritičtějších kroků při stanovení GMO v potravinách a krmivech. 
Volbu strategie vzorkování GMO v potravinách a krmivech je nutné přizpůsobit danému 
účelu, přičemž chybně provedené vzorkování nebo nesprávně zvolená metoda vzorkování 
může konečný výsledek analýzy významně ovlivnit (Kobilinsky et al., 2005, Onori et al., 
2012). Strategii vzorkování udává Doporučení (ES) č. 2004/787/2003 a mezinárodní 
technická norma CEN/TS 15568:2006.  
Sběr vzorků, a tím i vzorkování, většinou spadá do kompetence jiných složek státní správy, 
než je jmenovaná NRL pro detekci GMO v rostlinách a odvozených produktech. Většina 
NRL tedy sama vzorkování neprovádí. V samotné laboratoři se ale provádí laboratorní 
zpracování analytu, kterým je většinou homogenizace vzorku. Dokonalá homogenizace je 
velmi významná pro dostatečnou efektivitu extrakce DNA, stejně tak jako pro zajištění 
rovnoměrné distribuce částic odvozených z GMO v rámci konečné velikosti vzorků,                
ze kterých extrakce DNA probíhá (Žel et al. 2012).  
Pro analýzu přítomnosti GMO v konvenčních plodinách a odvozených produktech se 
používají dva základní přístupy. První možností je detekce nových úseků DNA, které byly 
vloženy do hostitelského genomu. Druhou možností je detekce nového proteinu, který může 
být syntetizován vloženým genem, příp. geny (Quercy, 2004, Marmimoli et al., 2008).   
Pro oba typy analýz existují validované metody a jejich použití má oporu v příslušných ISO 
normách. Při detekci bílkovin se postupuje podle EN ISO 21572:2004. Je-li analytem DNA, 
postupuje se v souladu s EN ISO 21571:2005, ve které jsou uvedeny metody extrakce DNA           
a jejich aplikace. Kvalitativní stanovení DNA, která je charakteristická pro dané případy 
GMO se řídí podle normy EN ISO 21569:2005. Kvantitativní stanovení GMO metodou real-
time PCR probíhá podle normy EN ISO 21570:2005.   
Znalost a využívání metod uvedených v ISO normách, dodržování stanovených pracovních 
postupů a dodržování návaznosti jednotlivých kroků analýzy, to je základem správné 
laboratorní praxe při stanovení GMO. Je to také jedna z podmínek pro to, aby mohla být 
příslušná laboratoř pro analýzu GMO v potravinách a krmivech akreditována. Na Obrázku 2 
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je uveden příklad rozhodovacího schématu, podle kterého je řízena posloupnost analýzy 
vzorku na přítomnost GMO v NRL pro detekci GMO a DNA fingerprinting při VÚRV, v.v.i.   
 
 
Obrázek 2. Rozhodovací schéma postupu analýzy při stanovení GMO v NRL pro detekci GMO a DNA 
fingerprinting při VÚRV, v.v.i. 
3.6.1 DETEKCE BÍLKOVINNÉHO PRODUKTU 
Analytické metody, založené na detekci nového proteinu, lze aplikovat pouze na čerstvé         
a nezpracované potraviny či krmiva. Pro úspěšnou detekci je totiž nezbytné, aby vzorek 
obsahoval intaktní protein s neporušenou terciální či kvartérní strukturou (Lin et al., 2006). 
Navíc detekce transgenního proteinu neumožňuje rozlišení mezi různými GM plodinami, 
které obsahují stejný transgenní konstrukt. Jednoznačná identifikace GMO je přitom 
podmínkou sledovatelnosti GMO (Broeders et al., 2012). Další omezení této metody je dáno 
tím, že ne každá genetická modifikace musí nutně vést k produkci nového proteinu (Terada et 
al., 2002). A je-li nový protein produkován, může k jeho expresi docházet jen ve specifických 
tkáních nebo pouze v určitých fázích vývoje rostliny (Benfey et al., 1990, Kehr, 2001). 
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Hladina exprese transgenního produktu v GM rostlinách se většinou pohybuje v rozsahu 0 až 
2 % rozpustného proteinu (Longstaff et al., 1995, Hemmer, 1997).  
K detekci proteinů se používá imunologická detekce, kdy se na bílkovinu naváže vysoce 
specifická protilátka. Nejčastěji používanou imunochemickou metodou pro detekci GMO je 
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Steinkeliner et al., 1998, Lipp a Anklam, 
2000, Anklam et al., 2002). Obecně se však tato detekční technika používá spíše 
během experimentální fáze vývoje transgenních rostlin, kdy se hodnotí stupeň exprese nového 
proteinu (Rogan et al., 1992, Fuchs et al., 1993, Wood et al., 1995, Padgette et al., 1995, 
McKenzie et al., 2000) nebo případná alergenicita GMO (Song, 2000, Gizzarelli, 2006). 
V roce 2000 byla validována metoda ELISA pro specifickou detekci proteinu CP4 EPSPS 
(zdrojem EPSPS je A. tumefaciens kmen CP4) v Roundup Ready sóji. Kit byl schopen 
zachytit příměs GMO v konvenční sóji v rozmezí od 0,3 do 5 % (Lipp a Anklam, 2000). 
Komerční soupravy pro tuto analýzu dodávala firma Strategic Diagnostic (Newark, 
Německo).  
Aktuálně jsou pro oficiální kontroly GMO jednoznačně preferovány metody založené na 
polymerázové řetězové reakci (Polymerase Chain Reaction – PCR), tedy na detekci 
specifického úseku DNA. 
3.6.2 DETEKCE DNA 
Detekce nově vložené DNA je pro daný účel nejčastějším způsobem identifikace                    
a kvantifikace GMO v potravinách a krmivech. Výhodou DNA jako analytu je, že je obsažena 
takřka v každé rostlinné buňce a je to poměrně stabilní molekula. Pro extrakci DNA existuje 
řada účinných metod. DNA přitom může být extrahována z různých typů vzorků,                   
od nezpracovaného rostlinného materiálu, přes zpracované potraviny a z nich odvozené 
produkty. DNA je pak templátem pro PCR, která je v současnosti nejpoužívanější metodou 
pro stanovení GMO (Marmiroli  et al., 2008, Žel et al., 2012, Bonfini et al., 2012). 
3.7 EXTRAKCE DNA 
Jak již bylo uvedeno, k dispozici je celá řada metod pro extrakci DNA, volba dané konkrétní 
metody závisí především na výchozím materiálu vzorku. Obecně lze metody extrakce DNA 
z rostlinného a z rostlin odvozeného materiálu rozdělit do několika kroků. Nejprve je nutné 
rozbít buněčné stěny (např. mletím po zmražení v tekutém dusíku), poté narušit buněčné 
membrány (např. pomocí detergentu jako je CTAB nebo SDS) a inaktivovat endogenní 
nukleázy (použitím detergentu a EDTA). Přídavkem proteinázy K se inaktivují a degradují 
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proteiny. Poté dochází k řadě separačních kroků, kdy se DNA promývá od polysacharidů               
a dalších buněčných zbytků buď s použitím křemíkových kolonek, na kterých je DNA 
zachycena, nebo na základě různé rozpustnosti v organických rozpouštědlech, jako je 
například chloroform. Posledním krokem je precipitace DNA ve směsi sůl/alkohol. Tím se 
roztok DNA zbaví zbytků použitých rozpouštědel a může být zakoncentrován (Bonfini et al., 
2002). Pro extrakci DNA mohou být využity také různé typy purifikačních kolonek, 
založených na vazbě DNA k oxidu křemičitému a dalším oxidům křemíku (Kathryn et al., 
1996). Integrita a čistota extrahované DNA (obecně spojováno v pojmu „kvalita“ DNA) je 
pro následné analýzy klíčová (Terry et al., 2002, Cseke et al., 2004). Kontrolu kvality 
extrahované DNA lze provést například pomocí elektroforetické separace v agarózovém gelu 
s vizualizací pod UV světlem po přídavku ethidium bromidu. V případě nezpracovaného 
rostlinného materiálu je extrakce DNA poměrně snadnou záležitostí a vede většinou k zisku 
dostatečně kvalitní DNA, vhodné pro následnou PCR analýzu. Problém může nastat v případě 
vysoce zpracovaných potravinářských produktů, při kterých došlo k poškození DNA použitím 
enzymů nebo vlivem fyzikálních či chemických podmínek při výrobě (např. octy, oleje, 
dětské výživy apod.). Problematické mohou být také vzorky, které obsahují silné inhibitory 
PCR, které mohou přejít do testovaného vzorku spolu s extrahovanou DNA (Terry et al., 
2002, Cankar et al., 2006). K dispozici je řada metod extrakce a následné purifikace DNA         
a mnoho z nich bylo ověřeno pro použití při GMO detekci v rostlinném materiálu                        
a odvozených produktech (Bonfini et al., 2002, Zimmermann et al., 1998, Demeke a Jenkins 
2010). Přesto je často nutné vyvinout nebo optimalizovat protokol extrakce DNA případ od 
případu, v závislosti na konkrétním složení a zpracování potravinové matrice (Gryson et al., 
2004).  
Výběr metody extrakce DNA má velký vliv na kvalitu i množství získané DNA. Laboratoř 
musí při výběru metody extrakce DNA vzít v úvahu požadavky na experimentální práci 
vhledem k povaze vzorků a plánovaným analýzám, stejně jako náklady na analýzu i časovou 
náročnost (Rafaat et al., 2011).  
3.8 PCR DETEKCE 
PCR je robustní a velmi citlivá enzymatická in vitro metoda, která umožňuje mnohonásobné 
zmnožení určitého úseku DNA, jehož krajní nukleotidové sekvence jsou známé. Na tuto 
známou sekvenci se vážou komplementární oligonukleotidy, které určují hranici množeného 






Teoretická výtěžnost PCR je dána vzorcem exponenciální funkce:  
 
N = 2
n       
(1) 
 
N – počet DNA molekul na začátku reakce 
n – počet cyklů PCR 
 
Detekce PCR produktů probíhá nejčastěji v agarózovém gelu po elektroforetické separaci 
fragmentů DNA na základě jejich délky. Pro určení délky PCR amplikonu se používají různé 
délkové standardy – fragmenty DNA o známé délce, které jsou separovány v gelu spolu 
s analyzovanými vzorky. Pro vizualizaci se používá vhodné interkalační činidlo, které je 
viditelné pod světlem určité vlnové délky, např. ethidium bromid pod UV zářením. S PCR 
produkty je možné samozřejmě zacházet jako s každou jinou DNA, lze tedy provést ještě 
kontrolní analýzu např. s použitím restriktáz (Meyer, 1995, Pietsch et al., 1997) nebo je 
možné DNA sekvenovat (Hupfer et al., 1997).    
DNA sekvence vložených genů i jejich pozice v hostitelském genomu je v případě 
povolených GMO známá. Geny zájmu jsou do hostitelského genomu vkládány spolu 
s regulačními úseky pro zajištění silné transkripce, v transgenních kazetách bývají také 
vloženy pomocné selekční geny. Volba cílového úseku pro PCR určuje stupeň selektivity 
stanovení GMO. Stanovení může probíhat detekcí regulačních úseků (promotory, 
terminátory), případně selekčních genů. Tímto způsobem je možné testovat přítomnost 
kteréhokoliv GMO, které tyto tzv. „screeningové elementy“ obsahuje. Zúžení okruhu GMO 
umožní PCR s primery, které jsou specifické pro určitou formu genu, který je součástí 
transgenní kazety. I tato metoda může být použita pro detekci všech GMO, které daný gen 
obsahují. Obě tyto metody jsou současně založeny na detekci DNA sekvencí, které se mohou 
v přírodě přirozeně vyskytovat. Větší přiblížení se ke konkrétnímu GMO umožní PCR 
s primery pro amplifikaci specifického GMO konstruktu, tedy úseku mezi dvěma různými 
geny. Takový DNA konstrukt se již v přírodě přirozeně nevyskytuje, ale opět je možné, aby 
ho obsahovaly dvě různé GM plodiny. Jednoznačný průkaz jedné konkrétní GMO události 
pak umožní pouze tvz. „event-specifická“ metoda, kdy je jeden primer komplementární              
k úseku DNA hostitelského rostlinného genomu, a druhý se specificky váže na DNA 
obsaženou v transgenním konstruktu. Hraniční oblast vložené a hostitelské DNA je jedinečná 
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pro každý jednotlivý případ GMO, protože k integraci GMO konstruktu dochází náhodně 
(Thomas et al., 1994, Jacobs et al., 1995). Pouze event-specifická metoda určí se 100% 
jistotou, že GMO je daný konkrétní případ (Obrázek 3).  
 
 
Obrázek 3. RoundUp Ready sója (MON-Ø4Ø32-6). Znázornění typů GMO analýzy metodou PCR- 
průkaz rostlinné DNA druhově-specifickou PCR, GMO screening, genově-specifická metoda, 
konstrukt specifická metoda, event-specifická metoda.  
 
Vůbec první metoda detekce GMO v potravinách byla vyvinuta pro identifikaci GM rajčete 
Flavr Savr (Meyer, 1995). Další vývoj PCR metod pro detekci GMO pokračoval průkazem 
obecných regulačních úseků. Pietsch et al. (1997) uvedl metodu pro GMO screening, která 
byla schopná zachytit většinu z tehdy povolených GM plodin na evropském trhu. Screening 
byl založen na detekci regulačních úseků DNA, které ohraničovaly nově vložené geny. Tyto 
pro GMO charakteristické regulační úseky byly 35S promotor viru květákové mozaiky 
(Cauliflower mosaic virus – CaMV) a nos terminátor genu nopalin syntázy bakterie                 
A. tumefaciens, jejich detekce probíhala metodou PCR (Pietsch et al., 1997). Tato metoda 
byla také první, která byla validována na úrovni Evropské unie (Lipp et al., 1999). 
S přibývajícím počtem  GMO přestal být screeningový systém, založený na dvou regulačních 
elementech, dostačující. Hemmer et al. (1997) navrhuje zavedení dalších tří screeningových 
elementů- nptII genu, genu E9 z hrachu (3´ sekvence malé podjednotky rbcS – ribulosa-1,5-
bisfosfát-karboxylázy) a genu als (acetolaktát syntáza). Zároveň upozorňuje na aspekt, že je 
třeba volit takové primery, které umožní detekci co největšího počtu vyšetřovaného elementu. 
Například v roce 1997 již bylo v rámci GMO používáno osm různých variant 35S promotorů 
z CaMV. Hlavním problémem analýzy GMO s použitím cílových DNA sekvencí, které se 
mohou vyskytovat v přírodě jako přirozené kontaminanty, je hrozba falešně pozitivních 
výsledků.  Wolf et al. (2000) uvedl metodu pro detekci CaMV. Vzorky s pozitivním signálem 
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35S promotoru z CaMV by měly být kontrolovány z hlediska možné přítomnosti samotného 
viru.  
Cílem tedy bylo identifikovat GMO pomocí jednoznačných event-specifických metod. 
V současné době je pro GMO screening na webových stránkách EU-RL GMFF k dispozici 14 
validovaných screeningových metod pro detekci 4 elementů: 35S promotor z CaMV, gen 
nptII, NOS terminátor, 34S promotor z FMV (virus krtičníkové mozaiky – Figwort Mosaic 
Virus) a gen pat (Bonfini et al., 2012). Detekce screeningových elementů slouží především 
rychlou pro orientaci, zda vyšetřovaný vzorek obsahuje známý GMO a pro rozhodnutí o 
dalších analýzách, které většinou probíhají s použitím event-specifických metod. Na obrázku 
4 je ukázka schématu GMO a jejich screeningových elementů, které bylo využíváno v NRL 
pro GMO a DNA fingerprinting při VÚRV, v.v.i.   
 
 
Obrázek 4. Schéma GMO a jejich screeningových elementů využívané v NRL pro GMO a DNA 
fingerprinting při VÚRV, v.v.i.   
 
V případě negativní detekce určitého screeningového elementu je GMO, které tento prvek 
obsahuje, vyřazeno z dalších analýz, a naopak, pozitivní detekce určitého screeningového 
elementu znamená, že dané GMO může být ve vzorku obsaženo. Cílem takového 
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rozhodovacího diagramu je co nejrychleji a s co nejmenším počtem analýz detekovat event-
specifickou metodou konkrétní GMO, nebo ve vzorku přítomnost známého GMO vyloučit. 
Ale i event-specifické metody mají své limity. Problematická je analýza GMO, obsahující 
„stacked gene events“. To jsou GM plodiny, do kterých bylo přeneseno dva a více 
genetických konstruktů. Takové GMO vznikají klasickým křížením dvou různých GM plodin, 
ko-transformací jedné rostliny různými nezávislými genovými konstrukty, transformací 
rostliny různými genovými konstrukty, které jsou k sobě vázané nebo re-transformací, tedy 
opakovanou transformací již existující GM plodiny (Miraglia et al., 2004, Holst-Jensen et al., 
2006, James, 2012). Běžnou PCR analýzou není možné tyto GMO se stacked-geny odlišit od 
analogických individuálních transformantů (Taverniers et al., 2008). To pak může vést            
k nesprávnému výsledku při analýze obsahu takového GMO ve vzorku. Vznik chybného 
výsledku při určení obsahu GMO se stacked-geny event-specifickou metodou real-time PCR 
je uveden na Obrázku 5 na příkladu hybridu herbicid-tolerantní a insekt-rezistentní GM 
kukuřice Herculex™ I Roundup Ready™ 2 maize (DAS-Ø15Ø7-1 x MON-ØØ6Ø3-6),           
který vznikl křížením linky DAS 1507 (DAS-Ø15Ø7) a NK 603 (MON-ØØ6Ø3-6). 
 
 
Obrázek 5. Kvantifikace GMO se stacked-geny event-specifickou metodou. 
 
V případě GMO se stacked-geny je ještě nutné vytvořit jednotné definice, které vezmou 
v potaz všechny možnosti vzniku takovýchto GMO. Kvantifikace GMO se stacked-geny          
a jejich odlišení od rodičovských linií je možná pouze v případě analýzy osiva nebo 
individuálních rostlin. Je-li produkt již zpracován, není takové rozlišení možné (Akiyama et 
al., 2005, Taverniers et al., 2008). 
33 
 
3.9 PCR KVANTIFIKACE 
V současné době je metodou první volby pro kvantifikace GMO v potravinách a krmivech 
kvantitativní PCR, nebo jinak PCR v reálném čase (quantitative PCR – qPCR, real-time 
PCR). Real-time PCR umožňuje sledovat amplifikační reakci v reálném čase (Higuchi et al., 
1992, Heid et al. 1996). Sledování probíhá pomocí detekce fluorescenčního signálu, který je 
emitován příslušným reportérem, který obsahuje fluorofor se schopností absorbovat energii      
o určité vlnové délce ze světelného záření. Absorbovaná energie excituje elektron fluoroforu, 
během návratu elektronu zpět na svou energetickou hladinu flourofor emituje záření o delší 
vlnové délce, než jaké bylo fluoroforem přijato (Bustin, 2004). K emisi tohoto signálu 
dochází v exponenciální fázi reakce, kdy je také detekován, a množství tohoto signálu je 
přímo úměrné nárůstu PCR produktů v každém cyklu (Ahmed, 2000). Na základě srovnání 
nárůstu signálu analyzovaného vzorku se sadou kontrolních vzorků, u nichž známe množství 
DNA vložené do reakce, lze interpolovat počáteční množství DNA analyzovaného vzorku. 
Signál může být tvořen buď sekvenčně nespecifickou vazbou interkalačního činidla (např. 
SYBR
®
 Green) nebo s pomocí třetího oligonukleotidu, tzv. sondy, která je sekvenčně 
specifická. Nárůst signálu je měřen v exponenciální fázi reakce, kdy je množství 
amplifikované DNA dostatečné na to, aby byl signál významně větší než šum, a zároveň není 
PCR ve fázi plató, kdy už nejsou další amplikony tvořeny podle exponenciální funkce. To je 
rozdíl oproti klasické end-point PCR, kdy se z důvodu dosažení co největší citlivosti detekují 
PCR produkty na agarózovém gelu po dosažení maximálního výtěžku reakce, tedy ve fázi 
plató. Jednotlivé fáze PCR jsou ale samozřejmě v obou případech shodné (Obrázek 6). 
 
Obrázek 6. Fáze PCR. (A) Průběh nárůstu fluorescenčního signálu během přibývajících cyklů PCR. (B) 




Pro výpočet obsahu GMO v potravinářských produktech a krmivu metodou real-time PCR je 
nezbytné amplifikovat (nezávisle ve dvou reakčních směsích nebo současně v jedné reakční 
směsi) dva cílové DNA fragmenty- transgenní DNA sekvenci a taxon-specifickou sekvenci 
daného rostlinného druhu (referenční gen). Pro oba systémy jsou vytvořeny kalibrační křivky 
(nezávisle nebo pro oba současně), pomocí kterých je vypočítáno množství GMO, případně 
referenčního genu ve vzorku (Obrázek 7).  
 
 
Obrázek 7. Sestavení kalibrační křivky a interpolace množství DNA neznámého vzorku (x).  
 
Threshold označuje prahovou hodnotu, která odráží statisticky významné body signálu. 
Průnik mezi thresholdem a křivkou signálu se označuje jako Ct (threshold cycle) – v obrázku 
označen bodem. Hodnota Ct vyjadřuje cyklus reakce, při kterém fluorescence překročila 
prahovou hodnotu. Kalibrační křivky jsou tvořeny sadou vzorků, u kterých je známý obsah 
analyzovaného GMO. Pro tyto účely se používají certifikované referenční materiály (Certified 
Reference Materials – CRMs), u kterých jsou uvedeny údaje o jejich vzniku, kvalitě, nejistotě 
certifikované hodnoty a podobně. Přestože by používání CRM mělo zajistit správný                    
a reprodukovatelný výsledek, nejistotu do něj vnáší biologický faktor, kterým je v případě 
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rostlin zygozita, ploidita tkáně a především charakter rodičovské linie GM rostliny (Holst-
Jensen et al., 2006, Zhang et al., 2008, Žel et al., 2012). 
Výsledný obsah GMO v analyzovaném vzorku se poté vypočítá poměrem množství GMO          
k množství referenčního genu, výsledek se uvádí v %. Pro výpočet je nutné vědět, v kolika 
kopiích se kvantifikovaný úsek DNA v genomu vyskytuje, tedy zda je poměr výskytu obou 
kvantifikovaných úseků 1 : 1. V případě známého GMO jsou tyto údaje snadno dohledatelné, 
u event-specifické metody je kopie jedna. Základní vlastností referenčního genu je specifita 
pro daný taxon, žádné alelické variace genu mezi různými kultivary a nízký a stabilní počet 
kopií daného genu v haploidním genomu (Ding et al. 2004, Chaouachi et al. 2007).  
Výchozí jednotky, ve kterých je zastoupení transgenu a referenčního genu v analyzovaném 
vzorku měřeno, nejsou v Nařízení (ES) č. 1830/2003 nijak specifikovány. Použitá jednotka 
závisí na tom, v jaké jednotce je uvedena hodnota CRM. To může být % GMO, počet kopií 
cílového úseku DNA nebo hmotnostní poměr GMO a konvenčního materiálu, podle toho, 
z jakého materiálu a jakým způsobem byl CRM připraven. Jako pomůcka pro kvantitativní 
výpočty obsahu GMO v analyzovaných vzorcích metodou real-time PCR bylo vydáno 
Doporučení komise 2004/787/ES jako technický průvodce pro vzorkování a detekci GMO. 
V Doporučení je uvedeno, že výsledek kvantitativní analýzy by měl být vyjádřen jako 
percentuální poměr počtu cílových kopií transgenní DNA v poměru k počtu cílových kopií 
referenční DNA, vypočítaný vzhledem k haploidnímu genomu (Commission 
Recommendation 2004/787/EC, 2004). 
V Nařízení (ES) č. 619/2011, které stanovuje metody odběru vzorků a laboratorního zkoušení 
pro úřední kontrolu krmiv z hlediska přítomnosti geneticky modifikovaného materiálu,               
u něhož probíhá postup povolování nebo u něhož uplynula platnost povolení, je uvedeno, že 
certifikované množství obsahu GMO se uvádí v hmotnostních zlomcích, v případě 
dostupnosti i v počtu kopií na ekvivalent haploidního genomu. V příloze stejného dokumentu 
je ale následně řečeno, že pokud se výsledky primárně vyjadřují jako počty geneticky 
modifikovaných kopií DNA ve vztahu k počtu kopií DNA specifických pro cílový taxon 
vypočítané na základě haploidních genomů, převedou se na hmotnostní zlomek v souladu              
s údaji poskytnutými v každé validační zprávě EU-RL (Žel et al., 2012, Commission 
Regulation (EU) No 619/2011). Tento příklad ilustruje mnohdy nedostatečnou provázanost 
mezi předkládanými normami a možnostmi analytických metod (Holst-Jensen et al., 2006). 
Vyjádření výsledného množství GMO ve vzorku hmotnostním zlomkem nebo poměrem počtu 
kopií vyžaduje jiný typ CRM. 
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3.10 NOVÉ METODY DETEKCE GMO 
Celosvětová plocha osetá GM plodinami od roku 1996 kontinuálně roste (Obrázek 8). Nové 
GM plodiny jsou také daleko složitější. V roce 2013 zabíraly GM plodiny se stacked geny         
27 % světové plochy oseté GM plodinami, což odpovídá rozloze 47 milionů hektarů. To je 
nárůst o 3,3 miliony hektarů oproti roku 2012 (James, 1996, 2013).   
 
 
Obrázek 8. Celosvětový nárůst plochy oseté GM plodinami, rok 1996-2013 (zdroj ISAAA).  
 
Stoupá také rozmanitost nových GMO. Vedle GM kulturních plodin se v potravinářském, 
případně krmivářském průmyslu možná brzy objeví GM losos či prase (Marris, 2010). GMO 
slouží jako jedlé vakcíny, GM mikroorganismy vznikají za účelem produkce chemikálií, 
vznikají nové GM stromů, objevuje se GM hmyz (Sourrouille et al., 2009, Faye a Gomord 
2010,  Beech et al., 2012, Aguilera et al., 2013, Barker et al., 2013). Je zřejmé, že náročnost 
detekce GMO stoupá. A nejde jen o rozmanitost GM organismů nebo komplexnost 
vkládaných transgenních kazet. Pokrok nastal i ve vývoji nových molekulárně-biologických 
metod šlechtění, které se na rozdíl od dosud používaných metod pro transgenozy liší tím,          
že umožňují cílené změny v rámci určitého místa genomu. Metoda Zinkových prstů (Zinc 
Finger Nuclease Technology – ZFN) může být použita pro cílené vnášení genů nebo naopak 
pro odstraňování genů. Pomocí této metody byla připravena k herbicidu tolerantní kukuřice 
s vloženým genem pat (Shukla et al., 2009) nebo k herbicidu tolerantní tabák, který byl 
37 
 
připraven zavedením cílených mutací s použitím ZFN do genu pro acetohydroxyacid syntázu 
(Townsend et al., 2009).  
Přímá mutace řízená oligonukleotidy (Oligonucleotide directed mutagenesis – ODM) 
umožňuje stabilní změnu jednoho nebo několika vedle sebe sousedících oligonukleotidů. 
Tímto způsobem byl připraven k herbicidu rezistentní tabák zavedením specifické mutace do 
genu pro acetolaktát syntázu (Beetham et al., 1999) nebo k herbicidu rezistentní kukuřice 
zavedením jednobodové mutace do genu pro acetohydroxyacid syntázu (Zhu et al., 2000).  
Metody cisgenoze a intragenoze sice neumožňují změnu genomu, zacílenou do specifického 
místa, ale na rozdíl od transgenoze zahrnují přenos genů v rámci jednoho rostlinného druhu 
nebo mezi rostlinami příbuzných druhů, které je možné křížit klasickými šlechtitelskými 
metodami. Při intragenozi ještě navíc dochází ke vzniku nových kombinací genů pomocí         




Další molekulárně-biologickou metodou šlechtění rostlin, je RNA řízená metylace DNA 
(RNA-directed DNA methylation – RdDM), kdy se využívá epigenetického procesu metylace 
DNA pomocí siRNA na základě homologie cílových úseků (Wassenegger et al., 1994, Cigan 
et al., 2005, Huettel et al., 2007). To je jen pár příkladů nových biotechnologických metod 
šlechtění, jejichž produkty by mohly být legislativně hodnoceny jako GMO. To je velká 
výzva pro všechny NRLs a evropské i národní autority, které se zabývají nakládáním s GMO 
a příslušnými kontrolami.  
Jednou z možností pro zlepšení výkonu diagnostiky GMO je zvyšování kapacity stávajících 
metod. V roce 2009 byl JRC představen koncept Ready-To-Use Multitarget analytický 
systém, který byl ověřen pro simultánní detekci 39 cílových event-specific DNA sekvencí pro 
real-time PCR a 7 taxon-specifických DNA sekvencí pro průkaz rostlinného druhu.  Real-time 
PCR probíhají v 96-jamkovém platu, na dně každé jamky jsou lyofilizované primery a sonda 
pro amplifikaci daného cílového úseku DNA. Systém byl testován v rámci laboratoří sítě 
ENGL, limit detekce vyjádřený v kopiích DNA haploidního genomu byl stanoven na 0,045 % 
(Querci et al., 2009).  
Metody založené na multiplex real-time PCR spojují výhody real-time PCR za současného 
zvýšení kapacity, kdy je v rámci jedné zkumavky testováno více cílových DNA sekvencí. 
Smysl má do multiplex real-time PCR zařadit co největší množství taxon-specifických genů 
pro průkaz rostlinného druhu a co nejvíce screeningových elementů. Většinou jsou tyto cílové 
úseky amplifikace ještě doplněny i o event-specifické metody, které případně umožní přesnou 
identifikaci GMO.  
38 
 
Bahrdt et al. (2010) představil hexaplex real-time PCR, založenou na detekci šesti 
screeningových elementů: 35S promotor z CaMV, NOS terminátor, 34S promotor z FMV, 
SAMS (přechodový úsek z promotoru S-adenosyl-L-methionine syntetázy do genu sóji 
acetolaktát syntázy – Glycine max gm-hra gen), LY (hraniční úsek mezi sekvencemi pro 
tranzitní peptid chloroplastu kukuřice dihydrodipicolinát syntázu a cordapA genu bakterie 
Corynebacteria glutamicum, kódujícího enzym k lysinu necitlivé dihydropicolinát syntázy). 
Šestý cílový úsek pro real-time PCR je vnitřní pozitivní kontrola pro amplifikaci DNA, která 
není rostlinného původu. Tento úsek slouží k odhalení případných inhibitorů PCR. S použitím 
takto složeného hexaplex real-time PCR je možné odhalit více jak 100 povolených GMO.  
Zatím nejvíce komplexní přístup představuje multiplex real-time PCR detekce 47 cílových 
úseků DNA, jejichž amplifikace probíhá současně ve 24 multiplexních reakcích. Celý systém 
je připraven na 384-jamkovém platu, v jednotlivých jamkách jsou lyofilizované 
oligonukleotidové primery a sondy pro detekci taxon-specifických genů, screeningových 
elementů i event-specifických elementů, včetně pozic pro pozitivní i negativní kontroly. Podle 
údajů z veřejných GMO databází umožňuje tato multiplex real-time PCR detekci zhruba 95 % 
celosvětově používaných GM plodin (Cottenet et al., 2013). 
Metoda digitální PCR umožňuje absolutní kvantifikaci cílového úseku DNA v analyzovaném 
vzorku s použitím limitního ředění DNA. Reakční směs pro PCR je spolu s omezeným 
množstvím analyzované DNA distribuována na základě Poissonova rozdělení do velkého 
množství navzájem oddělených reakčních komor způsobem, že každá komora obsahuje 
žádnou, jednu nebo více kopií DNA. Po proběhnutí reakce je každá komora vyhodnocena, zda 
obsahuje (označení „1“) nebo neobsahuje (označení „0“) PCR produkt.  
Corbisier et al. (2010) demonstroval s použitím CRM MON810 potenciál digitální PCR pro 
určení počtu kopií genu. Digitální PCR je přitom přesnější než klasický přístup pomocí real-
time PCR, odpadá nutnost používat referenční kalibrátor (CRM) a výsledek není ovlivněný 
efektivitou amplifikace. Morisset et al. (2013) publikoval verzi digitální PCR, kdy reakce 
neprobíhají v oddělených komorách, ale reakční směs PCR je spolu s DNA rozdělena do 
tisíců až milionu individuálních kapek, které se nacházejí v emulzi se složením voda-olej. Pro 
detekci pozitivních PCR testů se v této „kapičkové“ digitální PCR (droplet digital PCR) 
používá průtoková cytometrie. Droplet digital PCR byla v tomto případě použita pro 
stanovení počtu kopií různých CRM MON810 a několika reálných vzorků s obsahem GM 




Stejný koncept spojení real-time PCR detekce cílových DNA sekvencí s čipovým 
mikrofluidním systémem představil Brod et al. (2014). Na čipu probíhaly reakce cílené na 28 
screeningových elementů, event-specifických DNA sekvencí nebo taxon-specifických genů.  
Reakce probíhá v řádech nanolitrů na čipu, umožňujícím analýzu ve formátu 48.48 (48 vzorků 
x 48 reakcí), 192.24 nebo 96.96. Hlavní výhodou tohoto systému je citlivost a vysoká 
kapacita systému v krátkém reakčním čase a šetření nákladů na analýzu díky malým reakčním 
objemům.  
Řešení nabízí také nové robustní a finančně efektivní metody. Na tomto konceptu se pracuje, 
jak je vidět z pokroku ve vývoji řady alternativních metod pro detekci GMO. Tyto 
technologie jsou však často finančně i časově velmi náročné a vyžadují specializované 
pracovní síly. Navíc mohou být obtížně standardizované, jejich aplikace v rutinním zkoušení 
je proto v blízké době nepravděpodobná. Nicméně, je zde určitý potenciál, že by 
zjednodušené formy těchto metod mohly být přizpůsobeny např. pro analýzy určitých druhů 
GM plodin (Holst-Jensen et al., 2012). 
Metoda LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) umožňuje provést event-
specifickou analýzu GMO pomocí izotermální amplifikace cílových úseků DNA během 
krátkého časového úseku (až 38 minut). Reakce je katalyzovaná Bst DNA polymerázou, která 
má schopnost vytlačovat komplementární řetězec DNA. Cílové úseky amplifikace jsou 
ohraničeny sadou minimálně čtyř primerů, které rozeznávají šest cílových oblastí na DNA 
(Parida et al., 2008, Mori a Notomi, 2009, Bi et al., 2012). Možnost použití LAMP metody 
pro detekci GMO byla demonstrována v řadě vědeckých publikací (Fukuta et al., 2004, Lee et 
al., 2009, Randhawa et al., 2013, Cheng et al., 2014).    
Jednou z alternativních metod, která má potenciál především pro detekci nepovolených GMO 
s neznámým složením, je metoda DNA fingerprintingu („otisku prstu“). Při analýze se 
vychází s celogenomické DNA, která je štěpena restrikčními enzymy. Následují kroky ligace 
adaptorů a nested nebo touch-down PCR. Fingerprint jednotlivých GMO je pak 
charakterizován profilem generovaných PCR fragmentů (Raymond et al., 2010, Ruttink et al., 
2010). 
DNA microarrays (DNA čipy), představují další možnost vysoce-kapacitního přístupu                
k analýze GMO. DNA čip je většinou tvořen desetitisíci až milióny oligomerních 
jednovláknových DNA řetězců (sond), které jsou upevněny na pevnou podložku. Vyšetřovaný 
vzorek DNA je vhodným způsobem označen a nanesen na čip, kde za vhodných podmínek           
v případě komplementarity bází dojde k hybridizaci testované DNA k sondě. Po odstranění 
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nenavázaných DNA molekul vzorku je detekován signál značených DNA molekul 
hybridizovaných na komplementárních sodách.  
Tengs et al. (2007) prezentoval koncept využití techniky DNA miroarrays pro detekci                
a charakterizaci neznámých GMO. Vycházel při tom z čipu firmy Affymetrix (USA), na který 
se hybridizuje celogenomová DNA. Čip je s velmi vysokou hustotou pokryt DNA sondami         
o délce 25 bp, které sekvenčně pokrývají vybrané referenční úseky DNA. Hlavním 
problémem tohoto přístupu je požadavek na vysoce kvalitní DNA a také cena analýzy. 
Systém pro detekci GMO, založený na DNA microarrays s nízkou hustotou sond v kombinaci 
s pre-amplifikačním krokem několika multiplex PCR, byl úspěšně validován                                 
v mezilaboratorní studii a je v nabídce firmy Eppendorf (Leimanis et al., 2008).  
Metody sekvenace DNA další generace (Next-generation sequencing –  NGS) a jejich využití 
pro detekci GMO se jasně nabízí. Asi nejznámější a nejpropracovanější systémy NGS 
prezentují firmy Illumina, Roche a Applied Biosystems (nyní Life Technologies). Základní 
postup je pro všechny tři systémy stejný. Analyzovaná DNA je štěpena, z DNA fragmentů je 
vytvořena knihovna a tato knihovna je sekvenována miliony paralelně probíhajících 
sekvenačních reakcí. Sekvenované úseky DNA jsou pak s pomocí referenční sekvence 
složeny do co nejsprávnějšího pořadí a není-li referenční sekvence dostupná, je DNA 
sekvence sestavena de novo. Koncepci využití NGS metody s použitím systému od Illuminy 
publikovala na příkladu GM rýže LL62 Wahler et al. (2013).  
Pro využívání těchto metod je limitující především stále jejich cena a zásadní je také 
dostupnost referenčních DNA sekvencí pro správné sestavení sekvenovaných DNA 
fragmentů. To může být limitujícím faktorem v případě neznámých GMO i v případech velmi 













4 VÝČET POUŽITÝCH METOD  
 CTAB metoda extrakce DNA z čerstvého rostlinného materiálu  
 CTAB metoda extrakce DNA ze suchého rostlinného materiálu a komplexních 
potravinářských matric  
 Wizard metoda extrakce DNA  
 Extrakce DNA s použitím komerční soupravy GeneSpin DNA Isolation Kit 
 Řetězová polymerázová reakce (PCR) 
 Řetězová polymerázová reakce v reálném čase (Real-time PCR) 
 Klonování DNA 
 Sekvenace DNA 




















5 VÝSLEDKY  
5.1 EXTRAKCE DNA Z PAPÁJI  
Prvním cílem práce bylo srovnání tří metod pro extrakci DNA z papáji (Carica papaya)          
a vyhodnocení jejich použitelnosti pro následnou kontrolu výskytu GM papáji na trhu v ČR. 
Materiálem pro extrakci DNA byl čerstvý plod papáji a potravinářský výrobek, kandovaná 
papája. Tato produkty byly vybrány jako nejvíce frekventované výrobky z papáji na našem 
trhu. Pro extrakci DNA z papáji byly testovány tři běžně používané metody pro extrakci DNA 
z rostlin, odvozených potravinářských produktů a krmiv. Byla to metoda založená na CTAB 
(cetyltrimethylammonium bromid), popsaná Murrayem a Thompsonem (1980), metoda 
Wizard, založená na extrakci DNA pomocí TNE pufru a guanidin chloridu s následnou 
purifikací DNA přes kolonku s využitím vazby DNA na roztok s obsahem pryskyřice (Lüthy 
et al., 1998), a metoda extrakce DNA s použitím komerční soupravy GeneSpin DNA 
Extraction Kit (Eurofins, Německo).   
Použitelnost testovaných metod pro monitoring výskytu GM papáji na trhu byla ověřena PCR 
amplifikací úseku taxon-specifického genu papain (Goda et al. 2001). Výsledek PCR ukázal, 
že CTAB metoda poskytla DNA v dostatečném množství a dostatečné kvalitě v případě 
extrakce z dužiny a pecek čerstvého plodu papáji, v případě kandované papáji byl výsledek 
negativní.   
Metoda Wizard nevedla k zisku amplifikovatelné DNA v žádném ze tří testovaných vzorků 
papáji (dužina a pecky čerstvého plodu, kandované ovoce).  
Extrakce DNA z kandované papáji se podařila až po optimalizaci pracovního postupu při 
použití komerční soupravy GeneSpin (použití lytického pufru v nadbytku a prodloužení doby, 
kdy mu byl vzorek vystaven). Úspěšnost byla potvrzena amplifikací specifického úseku 
taxon-specifického genu papain.  
Obě ověřené metody extrakce DNA byly použity při testování vzorků papáji a výrobků 
obsahující kandovanou papáju na přítomnost nepovolené GMO. Protože GM linie papáji 55-
1/63-1 a X17-1 obsahují 35S promotor z CaMV, byla detekce provedena PCR amplifikací 
specifického úseku tohoto screeningového elementu (Vollenhofer et al. 1999). Žádná GM 
papája nebyla v testovaných výrobcích detekována. 
Výsledky této studie byly prezentovány v časopise s impakt faktorem (IF=0,602): 
Ovesna J, Hodek J. Detection of Transgenic Papaya Lines: Extraction Protocol Optimisation 

























5.2 VLIV INHIBITORŮ  NA EFEKTIVITU REAL-TIME PCR 
Druhý cíl práce byl zaměřen na sledování inhibitorů real-time PCR a jejich vlivu na efektivitu 
reakce. Real-time PCR je po extrakci DNA návazným krokem při kvantitativní analýze GMO 
v potravinách a krmivech (Peano et al., 2004; Moreano et al., 2005, Marmimoli et al., 2008, 
Žel et al., 2012). Pro správnou kvantifikaci je velmi důležité, aby efektivita reakce byla pro 
všechny analyzované vzorky včetně referenčních vzorků srovnatelná a pohybovala se mezi 
90-100 % (Fernandez et al., 2005, Mazzara et al., 2008). Jsou-li v reakční směsi přítomny 
inhibitory PCR, může být efektivita reakce ovlivněna, což může vést k chybnému výpočtu 
obsahu GMO ve vzorku, případně může být kvantifikace úplně znemožněna.  
Z certifikovaného referenčního materiálu (CRM IRMM 416-3), obsahujícího 10 % GM 
kukuřice MON863 (MON-ØØ863-5) byla metodou CTAB extrahována DNA. V jednom 
případě byl pelet DNA rozpuštěn v 0,1 x TE pufru (Sigma-Aldrich, USA), v druhém případě 
ve vodě pro PCR. Extrahovaná DNA byla použita pro sestavení kalibrační křivky a proběhla 
event-specifická real-time PCR podle validované metody pro kvantifikaci GM kukuřice 
MON863 (Mazzara et al., 2005). V případě sestavení kalibrační křivky s DNA rozpuštěnou 
v 0,1 x TE pufru byla efektivita reakce 76,7 % v případě taxon-specifického genu a 67,7 % 
v případě event-specifického úseku MON863. Výsledek se nezlepšil ani při zopakování 
reakce s novou sadou chemikálií. Při rozpuštění DNA ve vodě pro PCR vzrostla efektivita 
reakce taxon-specifického genu na 92,9 % a transgenního úseku na 90,0 %.  
Druhý případ ovlivnění real-time PCR inhibitory byl zaznamenán při kvantitativní analýze 
GM kukuřice MON863 shodnou metodou real-time PCR. V tomto případě byla kalibrační 
křivka připravena s použitím barevných a čirých mikrozkumavek, určených pro molekulární 
biologii. Při použití barevných mikrozkumavek nebylo možné kalibrační křivku vůbec 
vyhodnotit, při použití čirých mikrozkumavek byla efektivita reakce pro taxon-specifický 
systém 89,3 % a pro transgen 90,6 %.  
Výsledky byly publikovány v časopise s impakt faktorem (IF=0,602): 
Hodek J, Ovesná J, Kučera L: Interferences of PCR Effectivity. Importance for Quantitative 





























5.3 SPOLEHLIVOST SCREENINGOVÝCH METOD PRO STANOVENÍ GMO 
Třetím cílem práce bylo řešení problematiky stanovení obsahu GMO v krmivech metodou 
real-time PCR, založenou na kvantifikaci regulačního elementu, a možnosti vzniku falešně 
pozitivních výsledků. NRL mohou pro detekci a kvantifikaci GMO v potravinách a krmivech 
metodou PCR používat různé cílové úseky pro amplifikaci DNA. Stanovení GMO může být 
založené na detekci screeningových elementů, které jsou společné pro určité skupiny GMO, 
dále to jsou metody založení na detekci genů používaných v transgenních konstruktech, 
metody založené na detekci transgenních konstruktů a tzv. event-specifické metody, které 
umožňují amplifikaci úseku DNA na rozhraní transgenního konstruktu a vlastní DNA 
hostitelské rostliny. Problém detekce GMO pomocí screeningových elementů jako je 35S 
promotor z CaMV nebo NOS teminátor je v tom, že tyto sekvence jsou součástí organismů, 
které se v blízkosti zemědělských plodin přirozeně vyskytují. Při pozitivním záchytu takovéto 
sekvence by měla být proto vyloučena možnost, že jde o kontaminaci z přírodního zdroje 
(Wolf, 2000). Přesto jsou metody založené na detekci, případně kvantifikaci regulačních 
úseků GMO používány kvůli své rychlosti i ceně (Vollenhofer et al., 1999). Pro ověření 
spolehlivosti určení obsahu GMO pomocí kvantifikace regulačního úseku 35S promotoru 
z CaMV (TaqMan GMO 35S Soya Detection Kit, Applied Biosystems, USA) byla jako 
modelový organismus vybrána odrůda konvenční sója pěstovaná ze semen. Vzorky sóji byly 
odebírány na poli, během přepravy a v silu. DNA byla ze zrn sóji extrahována CTAB 
metodou. Analýzou obsahu GMO s použitím komerční soupravy TaqMan GMO 35S Soya 
Detection Kit byl zjištěn negativní výsledek u vzorků odebraných přímo na poli. Spolu 
s postupem vzorku směrem ke skladování v silu ale percentuálně zastoupení GMO, 
reprezentované 35S promotorem z CaMV, rostlo. U vzorků odebraných během dopravy          
a ve skladovacích prostorech byl zjištěn obsah GMO přes 5 %.  
Kontrolní analýza PCR i real-time PCR s amplifikací konstrukt-specifického úseku pro GM 
sóju Roundup Ready (Pietsch a Waiblinger, 2000) mezi genem pro tranzitní peptid z petúnie  
a genu EPSPS (5-enolpyruvylshikimate-3-fosfát syntáza), který zodpovídá za toleranci            
ke glyfosátu Roundup, byla negativní. PCR detekce CaMV (Wolf, 2000) byla ve vzorcích 
pozitivní. Pro ověření, že jde o kontaminaci vzorků CaMV virem, ke které dochází během 
manipulací se sójou při transportu a při skladování v silu, byly vzorky odebrané 
v jednotlivých fázích zacházení se sójou čištěny (nejprve odstraněním veškerých úlomků         
a zbytků neznámého původu ze vzorku, poté ještě promytím vodou). Po opakování 
kvantitativní analýzy s použitím TaqMan GMO 35S Soya Detection Kitu bylo ověřeno,        
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že obsah GMO, prezentovaného 35S promotorem z CaMV významně klesl. Obsah GMO        
po manuálním odstranění botanických nečistot u vzorků, odebraných během transportu, klesl 
na 1,4 %, u vzorků odebraných ze sila byl obsah GMO, stanovený pomocí 35S promotoru 
z CaMV, vypočítán na hladině 1,7 %. Analýza byla znovu opakována, vzorky byly tentokrát 
před extrakcí DNA kromě odstranění botanických nečistot ještě promyty vodou. U vzorků, 
odebraných během transportu klesl obsah GMO (35S promotoru z CaMV) na 0,35 %,              
u vzorků, odebraných ze sila na 0,51 %.    
Prezentované výsledky byly publikovány v časopise s impakt faktorem (IF=0,413): 
Ovesná J, Kučera L, Hodek J, Demnerová K. Reliability of PCR based Screening for 









































5.4 VÝVOJ A VERIFIKACE METODY REAL-TIME PCR PRO KVANTIFIKACI HRACHU 
SETÉHO  
Čtvrtým cílem práce byl vývoj a ověření referenčního systému pro real-time PCR detekci 
taxon-specifického genu hrachu setého (Pisum sativum). Kvantifikace obsahu GMO 
v potravinách a krmivech se provádí amplifikací dvou cílových úseků DNA. Jeden úsek je 
specifický pro transgenní DNA, druhý úsek reprezentuje taxon-specifický fragment 
hostitelské DNA. Množství GMO ve vzorku se vypočítá na základě poměru obsahu GM 
plodiny ke složce obsahu konvenční plodiny. Vývoj referenčního systému je nezbytný krok 
pro možnost kvantifikace GM plodiny daného taxonu metodou real-time PCR, přičemž 
příprava GM hrachu na různých pracovištích probíhá. Práce začala návrhem cílového úseku 
DNA pro PCR amplifikaci. Jako cílový taxon-specifický gen hrachu setého byl vybrán lectin, 
který se v genomu hrachu vyskytuje v jedné kopii a ve veřejně dostupných databázích je 
dostatek informací o jeho DNA sekvenci (Gatehouse et al., 1987, Kaminski et al., 1987, 
Chrispeels a Raikhel, 1991, Galasso et al., 2004, Lioi et al., 2005). Dostupné DNA sekvence 
genu lectin hrachu setého byly analyzovány in silico, byl vybrán konzervativní úsek DNA         
o délce 658 bp a byly navrženy primery pro jeho amplifikaci. Specifický úsek DNA genu 
lectin hrachu setého byl vložen do plasmidového vektoru a klonován do kompetentních buněk 
E. coli s použitím komerční soupravy TOPO® TA Cloning Kit (Invitrogen, USA). Vložený 
úsek DNA v plasmidu byl ověřen sekvenací, in silico analýzou byl metodou BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool) v databázi NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) porovnán s podobnými sekvencemi příbuzných rostlin čeledi Fabaceae 
(bobovité). Napříč dostupnými sekvencemi genu lectin hrachu setého byly vybrány 
konzervativní úseky DNA. Pro tyto sekvence byly navrženy primery pro amplifikaci 101 bp 
dlouhého úseku DNA. Navržené primery byly testovány pro kvantitativní stanovení hrachu 
setého metodou real-time PCR s použím SYBR Green detekce. Připravená plasmidová 
kontrola byla ověřena pro použití jako referenční materiál při kvantifikaci. Byla ověřena 
CTAB metoda extrakce DNA ze semen hrachu setého a semen příbuzných bobovitých rostlin, 
vikve, sóji, čočky a fazolu. S použitím třinácti kultivarů hrachu setého a čtyř rostlin řádu 
Fabaceae byla ověřena specifita reakce. LOD reakce s použitím detekční metody SYBR 





Výsledky byly publikovány v časopise s impakt faktorem (IF=0,685): 
 
Vráblík A, Hodek J, Soukup J, Demnerová K, Ovesná J. Development and Verification of 




































































5.5 OVĚŘENÍ VYSOCE ÚČINNÉ KAPALINOVÉ CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNÍM 
SPEKTROMETREM PRO HODNOCENÍ GM A KONVENČNÍCH ODRŮD KUKUŘICE 
Pátý cíl práce byl zaměřený na ověření necílené metabolomické analýzy s použitím vysoce 
účinné kapalinové chromatografie ve spojení s kvadrupólovým time-of-flight hmotnostním 
spektrometrem (Ultra-High Performance Liquid Chromatography-Quadrupole-Time-Of-
Flight Mass Spectrometry – UHPLC-QTOFMS) pro hodnocení konvenčních kultivarů 
kukuřice a GM kultivarů Bt kukuřice MON810 (MONØØ81Ø-6). První sadu vzorků tvořily 
rostliny jednoho GM a jednoho konvenčního kultivaru kukuřice, pěstované v různém 
prostředí. Pro analýzu byly odebrány vzorky listů vždy z deseti rostlin transgenní i konvenční 
varianty. Druhou sadu vzorků tvořily listy rostlin pěstovaných za stejných provozních 
podmínek v polním pokusu. Jednalo se o deset různých kultivarů GM kukuřice a deset 
kultivarů konvenční kukuřice.  
Z části vzorků byla extrahována DNA a u všech rostlin kukuřice byla metodou PCR 
provedena kontrola transgenních a konvenčních rostlin. Nejprve u všech vzorků úspěšně 
proběhla kontrolní amplifikace úseku invertázy, taxon-specifického genu pro kukuřici. 
Identifikace GM kukuřice MON810 byla provedena event-specifickou metodou, vzorky byly 
dále pro další kontrolu analyzovány na přítomnost regulačních elementů 35S promotoru 
z CaMV a NOS terminátoru. Výsledky PCR zkoušek byly v souladu s informacemi                     
o vzorcích. GM kukuřice byly pozitivní ve zkoušce na přítomnost transgenu MON810 a 35S 
promotoru z CaMV, výsledek zkoušky na přítomnost NOS terminátoru byl negativní.             
U konvenčních rostlin byly negativní výsledky všech zkoušek, kromě amplifikace taxon-
specifického genu.  
Z další části vzorků listů byly do methanolu extrahovány metabolity, separace a detekce 
probíhala s použitím vysoce účinné kapalinové chromatografie ve spojení s hmotnostním 
spektrometrem (Ultra high performance liquid chromatography-mass spectrometry – UHPLC-
MS). Prvním krokem necílené analýzy methanolických extraktů z listů transgenních                  
a konvenčních kultivarů kukuřice bylo vytvoření komplexního metabolomického fingerprintu 
(„otisku prstu“), založeného na co největším objemu informací o separovaných metabolitech.  
Dvou-dimenzionální PCA byla využita pro odhalení rozdílů v metabolomickém profilu 
(fingerprintu) listů kukuřice, pocházejících z kultivarů transgenní i konvenční kukuřice 
z první sady vzorků. PCA u těchto vzorků vedla k tvorbě dvou relativně dobře odlišitelných 
klastrů, tvořených transgenní a konvenční kukuřicí. Výsledky LC-MS analýzy druhé sady 
vzorků (20 kultivarů kukuřice) byly vyhodnoceny faktorovou analýzou 2 613 píků a jejich 
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intenzity. Byla sestavena kombinační korelační matrice (20 x 20) a provedena                             
tří-dimenzionální PCA analýza. 
Metabolomickou analýzou se ale nepodařilo odlišit GM kultivary kukuřice linie MON810            
od konvenčních linií. Nepodařilo se ani detekovat specifický metabolomický profil nebo 
signál, charakteristický pro GM kultivary, které byly pěstované za stejných podmínek.  
Tyto výsledky byly publikovány v časopise s impakt faktorem (IF=0,685): 
Václavík L, Ovesná J, Kučera L, Hodek J, Demnerová K, Hajšlová J. Application of Ultra-
high Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (UHPLC-MS) Metabolomic 





































6.1 EXTRAKCE DNA Z PAPÁJI 
První cíl práce byl zaměřen na problematiku extrakce DNA a její následné použitelnosti jako 
templátové molekuly v PCR při stanovení GMO. Volba konkrétní metody extrakce DNA 
závisí na povaze vzorku i na účelu, kterému má extrahovaná DNA sloužit (Rapp, 2010, 
Armani et al., 2014, Brestovac et al., 2014, Guertler et al., 2014, Morono et al., 2014, Sharma 
et al., 2014). V případě extrakce DNA z rostlin a odvozených produktů jsou nejvíce 
používány metody extrakce DNA založené na CTAB pufru a na kolonkách, vázajících DNA 
pomocí oxidu křemičitého (Bonfini et al., 2002). Na rozdíl od živočichů a mikroorganismů 
obsahují rostliny ve svých tkáních větší množství polysacharidů, polyfenolů a další 
sekundární metabolitů, které mohou narušovat proces extrakce DNA nebo mohou inhibovat 
následné laboratorní analýzy (Nagori et al., 2014). Metoda CTAB umožňuje extrakci 
vysokomolekulární DNA z rostlin při současném odstranění kontaminant, které mohou 
inhibovat enzymatické reakce (Murray a Thompson, 1980). V řadě případů je však metoda 
CTAB limitována. Protokoly extrakce DNA jsou tedy často upravovány podle aplikace         
na určité rostlinné druhy nebo specifické rostlinné tkáně (Sangwan et al., 1998, Porebski et 
al., 1999, Michiels et al., 2003, Xu et al., 2004,  Haque et al., 2008, Shepherd et al., 2011).  
Metody založené na vazbě DNA na kolonky s obsahem oxidu křemičitého jsou oblíbené 
především pro svoji jednoduchost a rychlost procedury. Tyto kolonky jsou v nabídce řady 
firem ve formě komerční soupravy, která představuje komplexní řešení extrakce DNA. Často 
se používají také kombinace obou metod, kdy je DNA extrahována metodou CTAB                 
a s použitím kolonky je dále purifikována (Bonfini et al., 2002).  
Při oficiálních kontrolách obsahu GMO v potravinách a krmivech je nutné extrahovat DNA            
i ze vzorků, ve kterých je poškozena výrobními postupy. Při technologickém zpracování 
výrobku je DNA často vystavena různým fyzikálním (např. teplo, tlak) či chemickým vlivům 
(např. změny v pH, enzymatické aktivity, fermentace). To vede např. k její hydrolýze, oxidaci 
nebo deaminaci (Hupfer et al., 1998, Meyer, 1999, Kharazmi et al., 2003, Kakihara et al. 
2006). Kvalita, čistota a množství extrahované DNA rozhoduje o možnosti jejího použití jako 
analytu pro PCR. Aby bylo pro účely stanovení GMO možné použít i relativně silně 




Vzorkem, pro který byla ověřena metoda extrakce DNA, byl plod čerstvé papáji (rozdělené na 
extrakci DNA z dužiny a pecky) a kandovaná papája. Problémy se ziskem vysoce kvalitní 
DNA z plodů papáji uvádí více studií (Wall et al., 2004, Zhuang et al., 2007). Marfo et al. 
(1986) uvádí, že pecky papáji jsou bohatým zdrojem bílkovin, tuků, vlákniny (obsahují také 
oligosacharidy a polysacharidy) a tříslovin (fenolické látky). 
V naší studii byly pro extrakci DNA porovnány tři metody: metoda založená na použití 
CTAB, metoda Wizard, založená na použití TNE pufru a guanidin chloridu a následné 
purifikaci DNA přes kolonku s využitím vazby DNA na roztok s obsahem pryskyřice (Lüthy 
et al., 1998) a komerční souprava GeneSpin DNA Extraction Kit (Eurofins, Německo). 
Množství a čistota extrahované DNA byla hodnocena spektrofotometricky, kvalita DNA byla 
hodnocena elektroforetickou separací na 0,8% agarózovém gelu s vizualizací pomocí 
ethidium bromidu pod UV světlem. Jediný pozitivní signál vysokomolekulární DNA byl 
zaznamenán na agarózovém gelu v případě extrakce DNA metodou CTAB z pecek papáji. 
Spektrofotometrickým hodnocením byla zaznamenána koncentrace extrahované DNA 
z dužiny metodou CTAB (1 ng/µl) a koncentrace extrahované DNA z pecek metodou CTAB 
(7 ng/µl). Při extrakci DNA metodami Wizard a GeneSpin neposkytla DNA po 
elektroforetické separaci na agarózovém gelu žádný signál. Ani spektrofotometrické měření 
nezaznamenalo žádnou DNA. Zimmerman et al. (1998) ve své studii píše, že CTAB metoda 
má spolu s metodou Wizard relativně nízký výtěžek extrahované DNA. Tato DNA je ale 
kvalitní a vhodná pro použití do PCR, kde byl v použité reakci potvrzen limit detekce 100 pg 
DNA. Tung Nguyen et al. (2009) ověřil, že metoda Wizard je vhodná pro použití při extrakci 
DNA z průmyslově zpracovaných potravin s nízkým obsahem DNA ve vzorku (sójové mléko, 
tofu). Naopak při extrakci DNA z nezpracovaných rostlinných produktů (ve studii 
prezentovaných sójovými boby a kukuřicí) vedla metoda Wizard k horším výsledkům než 
metoda CTAB.  
Nezávisle na výsledku detekce extrahované DNA na agarózovém gelu nebo                           
na spektrofotometrickém měření byla amplifikovatelnost DNA ověřena v PCR pro detekci 
taxon-specifického genu papáji, papainu (Goda et al., 2001). Amplifikace byla potvrzena pro 
DNA extrahovanou z dužiny a pecek čerstvého plodu papáji metodou CTAB. Metody Wizard 
ani GeneSpin k pozitivnímu výsledku PCR nevedly.  
Wall et al. (2004) testovala pro extrakci DNA z papáji kromě jiných také modifikovanou 
metodu Wizard a NucleoSpin Food kit, která je obdobou metody GeneSpin. Ani jedna 
z metod nebyla pro extrakci DNA z plodů papáji vhodná, následná amplifikace metodou PCR 
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neproběhla. Důvodem může být souhra přítomnosti inhibitorů PCR a faktu, že plody papáji 
jsou velmi chudé na obsah DNA, extrahované množství je pak pod limitem detekce PCR. 
Metoda CTAB se tedy ukázala být vhodnou pro extrakci DNA z čerstvého plodu papáji,            
jak z dužiny, tak z pecek. Přítomné inhibitory byly použitou metodou CTAB extrakce DNA 
odstraněny bez nutnosti modifikace protokolu. Tyto výsledky byly potvrzeny i v jiných 
studiích při extrakci DNA z rostlin s vysokým obsahem fenolických látek, v některých 
případech pak bylo nutné protokol CTAB extrakce DNA mírně modifikovat (Porebski et al., 
1997, Sarwat et al., 2006, Sahu et al., 2012, Nagori et al., 2014).  
V případě kandované papáji neproběhla PCR amplifikace v žádném z testovaných metod 
extrakce DNA. Postup extrakce DNA z kandované papáji byl opakován optimalizovanou 
metodou GeneSpin. Ke vzorku bylo přidáno více lytického pufru a byl prodloužen čas 
inkubace. Tento postup zlepšil konzistenci vzorku, která byla díky velkému obsahu cukru 
v papáji příliš viskózní při původním postupu. To pravděpodobně vedlo k obtížím při separaci 
DNA a její vazbě na kolonku. Na agarózovém gelu ani pomocí spektrofotometru však nebyla 
žádná DNA zaznamenána. Přítomnost a amplifikovatelnost DNA v eluátu z kolonek 
GeneSpin kitu byla dále ověřena metodou PCR. Při aplikaci koncentrovaného vzorku k žádné 
amplifikaci nedošlo. PCR produkt byl detekován až po reakci s 10x ředěným vzorkem. 
Inhibice PCR neředěného vzorku může být dána kritickou koncentrací cukru, který se 
z kolonky eluoval spolu s DNA. Inhibice PCR v přítomnosti cukru byla evidována (Oguchi et 
al., 2009). Ricaut et al. (2005) popsal inhibici PCR produkty Maillardovi reakce, ke které 
může docházet mezi redukujícími cukry, případně jejich produkty, a aminokyselinami nebo 
bílkovinami. Vhodnost metody GeneSpin zaznamenal Spaniolas et al. (2008) pro extrakci 
DNA ze zrn pražené kávy, kdy bylo PCR potvrzeno, že v případě kávy metoda GeneSpin 
účinně odstraní inhibitory PCR. To, že je úspěšnost extrakce DNA i její kvalita odlišná 
v případě různě zpracovaných produktů jednoho rostlinného druhu uvádí Jasbeer et al. (2009). 
Na 14 vzorcích krmiva rostlinného původu (hlavní složkou vzorků byla kukuřice) bylo 
ověřeno sedm metod extrakce DNA (včetně metody CTAB, Wizard a kolonkové metody 
NucleoSpin, která je obdobou metody GeneSpin). Žádná z testovaných metod nebyla 
univerzálně použitelná pro všechny vzorky. 
Extrahovaná DNA metodou CTAB ze vzorků plodů papáji a DNA extrahovaná metodou 
GeneSpin ze vzorků kandované papáji, zakoupených v obchodní síti, byla použita pro detekci 
GM papáji linií 55-1/63-1 a X17-1. Pro stanovení GMO byla v tomto případě použita PCR 
pro detekci screeningového elementu 35S promotoru z CaMV, který je přítomný 
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v transgenních kazetách uvedených linií GM papáji. V žádném z testovaných výrobků nebyl 
35S promotor z CaMV detekován, čímž byla přítomnost GM papáji vyloučena. 
6.2 VLIV INHIBITORŮ PCR NA EFEKTIVITU REAKCE 
Další cíl práce byl zaměřen na problematiku inhibice real-time PCR. Real-time PCR je            
v současnosti stále nejpřesnější metodou pro kvantifikaci DNA. Přítomnost inhibitorů 
ovlivňuje efektivitu PCR. Ta má přitom zásadní vliv na vývoj fluorescenčního signálu a tím         
i na přesnost výpočtu množství DNA. Efektivita PCR je důležitým ukazatelem přesnosti 
kvantifikace DNA (Tichopad et al., 2003). Konstantní efektivita amplifikace všech 
srovnávaných vzorků je zásadní podmínka pro správné určení množství DNA ve vzorku. 
V případě stanovení GMO to znamená efektivitu amplifikace cílového úseku DNA 
certifikovaných referenčních materiálů i testovaných vzorků v systému specifickém pro GMO 
i v referenčním systému taxon-specifického genu (Pfaffl, 2004). 
Experimentálně jsme sledovali vliv inhibice PCR na efektivitu amplifikace transgenního         
i referenčního systému kvantifikace DNA. Nejprve byl vliv inhibice PCR pozorován při 
rozpuštění DNA extrahované z certifikovaného referenčního materiálu (CRM IRMM 416-3) 
v 0,1 x TE pufru (Sigma-Aldrich, USA). Efektivita real-time PCR pro referenční systém byla 
76,7 %, efektivita amplifikace event-specifického úseku MON863 byla 67,7 %. Po opakované 
extrakci DNA a jejím rozpuštění ve vodě pro PCR bylo znovu provedeno hodnocení 
efektivity amplifikace transgenního i taxon-specifického úseku metodou real-time PCR. 
V tomto případě byla zaznamenána efektivita reakce referenčního systému 92,9 % a efektivita 
amplifikace event-specifického úseku MON863 90,0 %. Použitý TE pufr měl složení 10 mM 
Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,5. Použití TE pufru pro rozpouštění DNA je doporučováno 
z důvodů větší stability DNA (Lahiri a Schnabel, 1993, Freeman et al., 2003). V našem 
experimentu jsme ale pozorovali, že efektivita real-time PCR byla ovlivněna použitým TE 
pufrem s obsahem 1 mM EDTA. Jeden z důvodů stability DNA v TE pufru je inhibice 
nukleáz chelatační aktivitou EDTA pro dvojmocné ionty hořčíku (Wang et al., 1992, 
Wiedbrauk et al., 1995). Tato chelatační aktivita ale může mít negativní vliv také na PCR, kde 
jsou dvojmocné ionty hořčíku (Mg
2+
) jednou ze základních složek reakce jako kofaktory 
DNA polymerázy. 
V dalším experimentu byla zaznamenána inhibice PCR vlivem reziduí iontů těžkých kovů, 
obsažených v barevném laboratorním plastu, určeném pro molekulární biologii. Real-time 
PCR byla provedena se stejným materiálem a stejnou metodou jako v předchozím 
experimentu. Při  rámci přípravy ředící řady a reakčních směsí byly v barevných 
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mikrozkumavkách vortexována DNA i jednotlivé komponenty reakce. Při analýze výsledku 
real-time PCR nebylo možné vyhodnotit efektivitu amplifikace referenčního ani transgenního 
systému. Rezidua kovových iontů v plastu způsobila kolaps v efektivitě PCR amplifikace. 
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být zvrácen vyšším přídavkem Mg
2+




 způsobují inhibici 
nevratnou. Inhibiční vliv iontů kovů na extrakci DNA z kostí i na následnou PCR popisuje 
také Matheson et al. (2009). Při opakování reakce s použitím čirého laboratorního plastu byla 
efektivita reakce referenčního systému 89,3 % a efektivita amplifikace event-specifického 
úseku MON863 90,6 %. Cankar et al. (2006) shrnuje, že metodu real-time PCR charakterizuje 
nízká variabilita mezi jednotlivými opakováními jak v rámci jedné analýzy, tak při srovnání 
nezávisle provedených reakcí. Reakce je tak především ovlivněna vlastnostmi vzorku. Prvky 
inhibující PCR ale nemusí pocházet jen ze vzorku DNA. Původ mohou mít také 
v kontaminovaných reagenciích, v používaném spotřebním materiálu nebo mohou souviset se 
špatně optimalizovanými reakčními podmínkami (Rossen et al., 1992, Wilson, 1997). 
V této studii byly popsány inhibitory PCR pocházející ze zdrojů, které jsou na původu vzorku 
i na metodě extrakce DNA nezávislé. V reakci byl demonstrován vliv těchto inhibitorů              
na efektivitu amplifikace cílových úseků DNA.  
6.3 SPOLEHLIVOST SCREENINGOVÝCH METOD PRO STANOVENÍ GMO 
V rámci třetího cíle práce jsme sledovali spolehlivost screeningové metody pro PCR 
kvantifikaci GM sóji. Je zřejmé, že screeningové metody založené na výhradním použití 35S 
promotoru z CaMV a NOS terminátoru nejsou s rozšiřující se paletou i pestrostí nových GMO 
(Jacobsen a Schouten, 2007) dostačující a mohou vést k falešně negativním výsledkům.            
Pro stanovení GM sóji Roundup Ready, která je nejrozšířenější celosvětově pěstovanou GM 
plodinou (Akhond  a Machray, 2009, James, 2013), však tyto elementy postačují. 
Screeningové metody pro detekci a kvantifikaci GM sóji jsme sledovali z důvodu posouzení 
možného falešně pozitivního výsledku. Kvantifikace GM sóji pomocí amplifikace 
specifického úseku 35S promotoru z CaMV totiž může vést snadno k falešně pozitivnímu 
výsledku při kontaminaci virem květákové mozaiky (CaMV), který tento promotor přirozeně 
obsahuje. Stejně tak detekce NOS terminátoru může způsobit falešně pozitivní výsledek.    
CaMV je poměrně široce rozšířený patogen rostlin čeledě brukvovitých (Haas et al., 2002).  
Také NOS terminátor se přirozeně vyskytuje v půdní bakterii Agrobacterium tumefaciens 
(Yuan et al., 2008). Kontaminace vzorků přirozenými nositeli DNA úseků, které byly cílem 
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PCR analýzy, nebyla očekávána. CaMV sám o sobě není přirozeným patogenem sóji a také   
A. tumefaciens by neměla být přítomna ve sklízené části rostliny. Z těchto důvodů se zdá být 
využití screeningových metod založených na detekci 35S promotoru z CaMV a NOS 
terminátoru oprávněné. Vzorky byly odebírány ve třech fázích transportu sóji během               
a po sklizni: na poli, během přepravy a v silu. Ve vzorcích byla provedena kvantifikace 35S 
promotoru z CaMV (TaqMan GMO 35S Soya Detection Kit). Analytické parametry real-time 
PCR přitom vyhovovaly podmínkám pro takové stanovené, tzn. směrnice kalibračních přímek 
byla v rozmezí -3,1 a -3,6, hodnoty Ct pro referenční systém začínaly mezi 21-23 a nejistota 
stanovení, vyjádřená směrodatnou odchylkou byla 30 % pro všechny analyzované vzorky 
(Fernandez et al., 2005). Analýzou obsahu GMO s použitím komerční soupravy TaqMan 
GMO 35S Soya Detection Kit bylo zjištěno, že percentuální zastoupení GMO 
(reprezentovaného 35S promotorem z CaMV) roste směrem od odběru na poli až                        
ke skladování v silu. Byla provedena kontrolní analýza PCR i real-time PCR s amplifikací 
konstrukt-specifického úseku pro GM sóju RoundUp Ready (Pietsch a Waiblinger, 2000), 
která však byla negativní. Kontrola kontaminace byla provedena PCR pro detekci CaMV 
(Wolf, 2000), výsledek byl pozitivní. To však nevylučuje možnou přítomnost GM sóji s jiným 
složením transgenní kazety, která by ovšem byla na území EU nepovolená. Takový produkt 
by musel být v souladu s platnou legislativou (Nařízení (EC) č. 1829/2003) okamžitě stažen 
z trhu. Proto bylo přistoupeno k manuálnímu čištění odebraných replikátů vzorků (nejprve 
odstraněním veškerých úlomků a zbytků neznámého původu ze vzorku, poté ještě promytím 
vodou). Analýza byla zopakována, výsledek ukázal, významný poklesl obsaho GMO pod 
hranici 0,9 %. To je významné především z legislativních důvodů, kdy je podle Nařízení (ES) 
č. 1829/2003 povinnost značit potravinářské produkty a krmiva s obsahem GMO větším než 
0,9 %. Podle Naříření č. 96/25/EHS, o oběhu krmných surovin, kterou se mění směrnice 
70/524/EHS, 74/63/EHS, 82/471/EHS a 93/74/EHS a ruší směrnice 77/101/EHS a podle 
Nařízení (ES) č. 767/2009, o uvádění na trh a používání krmiv, o změně nařízení (ES)              
č. 1831/2003 a o zrušení směrnice Rady 79/373/EHS, směrnice Komise 80/511/EHS, směrnic 
Rady 82/471/EHS, 83/228/EHS, 93/74/EHS, 93/113/ES a 96/25/ES a rozhodnutí Komise 
2004/217/ES (o botanických nečistotách) je pak povolena ve vzorku přítomnost botanických 
nečistot do obsahu hmotnostních 5 %. Evropská federace výrobců krmiv (European Feed 
Manufacturers' Federation – FEFAC) na tento problém reagovala prohlášením, že množství 
GMO botanické nečistoty by mělo být vyjádřeno jako hmotnostní zlomek k celkovému 
množství krmné suroviny, ve které je obsažen, tzn. platila by pro ně povinnost značení              
při překročení hranice obsahu 0,9 % (Berben, 2011). Neznamená to však, že by se měly 
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screeningové metody zavrhovat. Je však nutné sledovat možnost výskytu falešně pozitivního 
výsledku, například při kombinaci screeningové metody s potvrzením pomocí event-
specifické metody.   
6.4 VÝVOJ METODY REAL-TIME PCR PRO KVANTIFIKACI TAXON-SPECIFICKÉHO 
GENU HRACHU SETÉHO 
Čtvrtým cílem práce byl vývoj a ověření referenčního systému pro real-time PCR detekci 
taxon-specifického genu hrachu setého (Pisum sativum). Prvním krokem bylo ověření metody 
extrakce DNA semen hrachu a příbuzných rostlin čeledi Fabaceae. Již bylo ukázáno,                
že extrakce DNA musí být často optimalizována podle rostlinného druhu nebo specifické 
rostlinné tkáně (Porebski et al., 1997, Sangwan et al., 1998, Michiels et al., 2003, Xu et al., 
2004,  Haque et al., 2008, Shepherd et al., 2011). Metoda CTAB se ukázala být pro dané 
vzorky vhodnou a je i levnější variantou k metodě GeneSpin (Eurofins, Německo), která byla 
pro extrakci DNA z hrachu ověřena Brežnou et al. (2006). Vhodnost extrahované DNA pro 
použití v PCR byla ověřena amplifikací specifického úseku plasticidového genu (Taberlet et 
al., 1991). Jako cílový gen pro návrh taxon-specifického systému kvantifikace hrachu setého 
byl vybrán lectin. In silico analýzou byly v rámci tohoto genu nalezeny konzervativní úseky, 
vhodné pro nasedání primerů a následnou amplifikaci v PCR. Lektiny a jejich funkce jsou 
obecně dlouho studovaným tématem a ve veřejných databázích je tak pro tento druh analýz 
dobrá dostupnost DNA sekvencí hrachu setého i příbuzných rostlin z čeledi bobovitých (Lioi 
et al., 2005, Chrispeels and Raikhel, 1991). Lectin hrachu setého je obsažen v genomu pouze 
v jedné kopii (Gatehouse et al., 1987, Kaminski et al., 1987, Galasso et al., 2004), což je pro 
možnost použití jako referenčního genu při kvantifikaci GMO zásadní (Bonfini et al., 2002). 
Lectin byl v případě hrachu setého vybrán jako kontrolní úsek DNA pro PCR již v několika 
studiích (Brežná et al., 2006, Hrnčírová et al., 2008). 
Pro amplifikaci specifického úseku genu lectin hrachu setého byly navrženy 2 sady primerů. 
První pro amplifikaci 658 bp dlouhého amplikonu, který byl použit pro přípravu pozitivní 
plasmidové kontroly a byl sekvenován. In silico bylo v databázi NCBI ověřeno, že získaná 
sekvence odpovídá lectinu hrachu setého. V rámci této ověřené DNA sekvence byly navrženy 
primery pro amplifikaci 101 bp dlouhého úseku DNA, který již sloužil jako cílový úsek 
kvantitativní taxon-specifické real-time PCR. Primery byly navrženy se 100% homologií ke 
všem dostupným DNA sekvencím hrachového lectinu a s co největším počtem chybného 
párování s lectiny příbuzných rostlin čeledi bobovitých. Přítomnost chybného nasedání 
některých nukleotidů v primerových sekvencích se může stupněm svého efektu lišit. 
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Stadhouders et al. (2010) uvádí, že vliv chybného párování rychle klesá směrem od 3´ konce 
primeru ke 5´ konci. Chybné párování přímo na 3´ konci primeru vede k průměrnému 
zeslabení signálu v real-time PCR o 5,19 Ct. Na pozici druhého nukleotidu od 3´ konci 
primeru je průměrný posun signálu už jen 1,87 Ct. Nicméně také zaznamenal,                          
že v individuálních případech chybného párování i na non-terminální pozici nukleotidu může 
být vyvolán účinek s posunem až o 5,96 Ct. V našem případě obsahoval forward primer pro 
příbuzné rostliny z čeledi bobovitých 1, 2 nebo 3 chybné nukleotidy, přičemž žádný z nich 
nebyl přímo v 3´ koncové pozici. Současně revers primer obsahoval 1 nebo 2 chybné 
nukleotidy, v závislosti na konkrétním rostlinném druhu. Primery byly v PCR testovány na 13 
kultivarech hrachu setého a 4 příbuzných rostlin z čeledi bobovitých (vikvi, sóje, čočce          
a fazolu). Reakce byla nejprve ověřena v konvenční PCR, poté v real-time PCR. V případě 
konvenční PCR byl detekován pozitivní signál pouze u kultivarů hrachu, u testovaných 
příbuzných rostlin k žádné amplifikaci nedošlo. Tento výsledek byl potvrzen i v real-time 
PCR s detekcí pomocí SYBR Green. Specifita PCR produktu byla kontrolována křivkou 
teploty tání i elektroforetickou separací DNA na 2 % agarózovém gelu s detekcí pomocí 
ethidium bromidu pod UV světlem.  Průměrný signál testovaných kultivarů hrachu setého byl 
při použití 200 ng DNA v reakci 23,56 ± 0,36 Ct. Inhibice real-time PCR byla kontrolována 
metodou 10x ředění vzorku, posun signálu o 3,23 Ct prokázal, že reakce inhibována není. 
S použitím genomické DNA byla sestavena kalibrační křivka a byla vypočítána 99% 
efektivita reakce, průměrná hodnota korelačního koeficientu R
2
 byla 0,997. Výkonnostní 
charakteristiky reakce byly ve shodě s požadavky JRC pro GMO detekci (Mazzara et al., 
2008). 
6.5 VYUŽITÍ VYSOCE ÚČINNÉ KAPALINOVÉ CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNÍM 
SPEKTROMETREM PRO CHARAKTERIZACI KONVENČNÍCH A GM ODRŮD 
KUKUŘICE 
Pátý cíl práce byl zaměřený využití nové techniky pro detekci GMO. Analýza GMO pro 
oficiální účely v potravinách a krmivech probíhá takřka výhradně metodou PCR a real-time 
PCR. Tyto metody jsou plně akceptovány autoritami, které jsou zodpovědné za dohled           
na nakládání s GMO a dodržování stanovených pravidel (Marmiroli et al., 2003, Bonfini et 
al., 2012). Přesto každoroční celosvětový nárůst GMO (James, 2013) vyvíjí velký tlak                
na stávající metodologii i na NRL, zabývající se detekcí GMO. Tuto situaci umocňuje 
rostoucí diverzita nových GMO i komplikovanost jejich složení. Větší nároky na rychlost, 
komplexnost, citlivost i přesnost analýzy GMO v potravinách a krmivech vede vědce 
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k hledání nových metod, které by bylo možné pro daný účel použít (Broeders et al., 2012). 
Nový přístup k analýze GMO přinášejí metody, využívající necílené metabolomické analýzy 
pro identifikaci látek, kterými se liší GM a konvenční rostliny (Manetti et al., 2006, Leon et 
al., 2009, Barros et al., 2010, Heinemann et al., 2011, Frank, 2012). V prezentované studii 
bylo testováno využití UHPLC-QTOFMS pro necílenou metabolomickou analýzu 
konvenčních kultivarů kukuřice a GM kultivarů Bt kukuřice MON810 (MONØØ81Ø-6). 
Nejprve byl metodou PCR potvrzen genetický původ (konvenční versus GM) použitých 
rostlin kukuřice. Necílená analýza methanolických extraktů z listů kukuřice byla použita             
pro vytvoření metabolomického otisku prstu. Data byla dále zpracovávána vzhledem 
k přesycení signálu i velkým rozdílům v intenzitách některých píků. S takto upravenými daty 
byla provedena analýza PCA. PCA umožňuje snížení dimenze dat při maximálním možném 
zachování informace (Beruetta et al., 2007).  
PCA analýza ukázala rozdíly v metabolomických profilech transgenní a konvenční kukuřice. 
Tyto rozdíly byly dány patrně odlišnou koncentrací metabolitů. Vzdálenosti jednotlivých 
vzorků v rámci klastru byly dány různými podmínkami životního i půdního prostředí. 
Pro další analýzu byl zvolen přístup kombinační korelační matrice (20 x 20), získané 
faktorovou analýzou LC-MS dat, a PCA. Tento multivariační přístup není ovlivněn velkými 
výkyvy v intenzitě píků. Tří-dimenzionální PCA analýza naznačila, že GM kultivary jsou si 
navzájem blíže ve srovnání s těmi konvenčními. To byl očekávaný výsledek, vzhledem 
k tomu, že transgenní kultivary jsou odvozeny z jedné GM MON810 linie. Ale přesto u nich 
nebyl překročen rozsah variability vypočtené pro konvenční odrůdy.   
Metabolomický profil neukázal ani významnou korelaci mezi vzorky na základě jejich 
vývojového stupně v době sběru a zemědělsky hodnocenými znaky, jako ranost, výnos nebo 
použití odrůdy pro siláž nebo zrno. Naopak, rozsahy intezit metabolomických signálů 
jednotlivých GM a konvenčních rostlin se překrývaly způsobem, že lze předpokládat situaci 
rovnovážného stavu, který by znamenal, že se transgenní kultivary v koncentraci metabolitů 
neliší od kultivarů konvenčních. To je v souladu se splněním podmínky ekvivalence složení 
pro konvenční a GM plodiny (EFSA, 2011, OECD, 1993, FAO/WHO, 2000).  
Přestože je k dispozici více informací o metabolomickém složení kukuřičných zrn (Kuiper et 
al., 2001, Cellini et al., 2004), složení listové tkáně také může mít na bezpečnost GM rostlin 
vliv. Tato studie představila přístup, který umožňuje ve velkém měřítku vyhodnocení 
metabolomu listů kukuřice a může poskytnout rozsáhlé údaje pro posouzení bezpečnosti 





V předložené dizertační práci byla řešena problematika jednotlivých fází stanovení GMO 
v rostlinách a odvozených produktech, založeném na anlýze DNA. Problematické okruhy se 
týkaly extrakce DNA, vlivu inhibitorů na efektivitu real-time PCR a stanovení GMO pomocí 
screeningových elementů.  
Byly testovány tři metody extrakce DNA (CTAB, Wizard, GeneSpin) z pecek a dužiny papáji 
a z kandované papáji. Vhodnost extrakčních metod pro daný materiál byla ověřena                 
a potvrzena PCR amplifikací taxon-specifického genu papáji. Pro extrakci DNA z dužiny                 
a pecek papáji byla nejlépe hodnocena metoda CTAB, metoda GeneSpin po optimalizaci byla 
vhodná pro extrakci DNA z kandované papáji. Vybrané metody extrakce DNA byly použity 
při monitoringu GM papáji na trhu. 
Při studiu inhibitorů PCR byl sledován vliv EDTA a reziduí iontů těžkých kovů na efektivitu 
real-time PCR. Inhibitory PCR pocházely ze zdrojů, které byly nezávislé na původu vzorku           
i na metodě extrakce DNA. Byl demonstrován jejich vliv na efektivitu real-time PCR.  
Problematika využívání screeningových elementů při stanovení GMO byla studována při 
kvantitativní analýze GM sóji. Výskyt falešně pozitivních výsledků byl zaznamenán při 
kvantitativním stanovení GMO metodou real-time PCR s použitím screeningového elementu  
35S pomotoru z CaMV. Výsledky byly diskutovány vzhledem ke stávající legislativě                  
a povinnosti značit výrobky s obsahem GMO >0,9 %. Diskutovány byly také výhody a limity 
používání screeningových elementů pro stanovení GMO.   
V další části práce byla navržena metoda real-time PCR pro kvantifikaci taxon-specifického 
genu hrachu setého. Byly navrženy primery a bylo optimalizováno složení reakční směsi               
a teplotní profil real-time PCR. Byla ověřena specifita reakce, mez kvantifikace, mez detekce 
a byla připravena pozitivní plazmidová kontrola. 
Analýza metabolomických profilů konvenčních a GM odrůd kukuřice byla testována pro 
možné využití při detekci GMO. Pro analýzu byla použita vysoce účinná kapalinová 
chromatografie ve spojení s kvadrupólovým TOF hmotnostním spektrometrem. Testovaná 
metoda sice odlišení GM a konvenční kukuřice neumožnila, ale ukázala svůj potenciál pro 
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